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2 Einleitung 

2.1 Multiples Myelom 

Das multiple Myelom (Morbus Kahler) ist eine aggressive, hämatologische Neoplasie, die 

der Gruppe der Non-Hodgkin-Lymphome zugeordnet wird. Es handelt sich um die klonale 

Proliferation eines Plasmazellklons mit Produktion eines monoklonalen Immunglobulins 

(Shaheen et al., 2008). 

2.1.1 Epidemiologie und Ätiologie 

Innerhalb der lymphohämatopoetischen Neoplasien nimmt das multiple Myelom einen 

Anteil von ungefähr 15% ein, wobei sich die Inzidenz von 4/100.000 pro Jahr innerhalb 

von 6 Dekaden nicht relevant verändert hat (Kyle et al., 2004; Alexander et al., 2007). Das 

mediane Erkrankungsalter von 66 Jahren liegt mit einem nur 2%igen Anteil unter 40 Jah-

ren relativ hoch (Kyle et al., 2003). Allein in Schleswig-Holstein erkrankten im Jahr 2005 

234 Patienten an einem multiplen Myelom. Eine für den gleichen Zeitraum festgestellte 

Mortalität von 132 Patienten zeigt, wie gering die Überlebensrate dieser malignen Erkran-

kung ist (IKE, 2005). 

 

Die Ursache des multiplen Myeloms ist bisher nicht eindeutig geklärt (Alexander et al., 

2007). Ätiologisch könnten radioaktive Strahlung und der Kontakt mit Herbiziden sowie 

Insektiziden eine Rolle spielen (Ichimaru et al., 1982; Riedel und Pottern, 1992). 

2.1.2 Klinik 

Der klinische Verlauf des multiplen Myeloms erweist sich als ausgesprochen heterogen 

und ohne spezifische Frühsymptome. Charakteristischerweise bestehen zum Zeitpunkt 

der Diagnose bei ungefähr 60% der Patienten Knochenschmerzen, die sich meist als Rü-

cken- oder Thoraxschmerzen manifestieren. Ursächlich finden sich ggf. osteolytische Lä-

sionen oder pathologische Frakturen. So zeigen sich bei ungefähr 80% der neu diagnosti-

zierten Patienten radiologische Veränderungen des Skeletts. Viele Patienten leiden zu-

dem an einer häufig mit einer Anämie assoziierten Abgeschlagenheit und rezidivierenden 

Infektionskrankheiten (Kyle et al., 2003; Kyle und Rajkumar, 2004). Die übermäßige Pro-

duktion monoklonaler Immunglobuline führt zu der labordiagnostisch darstellbaren Kons-

tellation des sogenannten M-Gradienten, eines schmalbasigen Extragradienten in der γ- 

oder β-Fraktion der Serum-Eiweißelektrophorese. Dieser konnte bei 89% der neu diag-

nostizierten Patienten im Serum oder Urin dargestellt werden. Bei ungefähr 20% der Pati-
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enten tritt eine Niereninsuffizienz auf, die insbesondere durch eine häufig auftretende Hy-

perkalzämie sowie durch die renale Ablagerung von Immunglobulin-Leichtketten zu erklä-

ren ist (Kyle, 1999). 

2.1.3 Diagnose 

Die Diagnose des multiplen Myeloms erfolgt anhand der Diagnosekriterien der Myeloma 

Working Group 2003. Verlangt wird eine Serumkonzentration monoklonaler Immunglobu-

line von über 30 g/l und/oder einem mindestens 10%igen Anteil klonaler Plasmazellen in 

der Knochenmarksbiopsie sowie das Vorhandensein von Endorganschäden (d.h. Hyper-

kalzämie, Niereninsuffizienz, Anämie und Knochenläsionen) (Anonymus, 2003; Kyle und 

Rajkumar, 2007). Abzugrenzen sind andere proliferative Plasmazellprozesse, wie die Mo-

noklonale Gammopathie unbestimmter Signifikanz (MGUS), das asymptomatische Mye-

lom und das solitäre Plasmozytom (Rajkumar und Kyle, 2005). 

2.1.4 Stadieneinteilung und Prognose 

Die heutzutage noch weit verbreitete Stadieneinteilung nach Durie und Salmon aus dem 

Jahr 1975 dient einer prognostischen Einschätzung und Therapieplanung. Sie schließt 

verschiedene klinische Parameter (Osteolysen, Hämoglobinkonzentration, Serumkalzium-

konzentration, monoklonale Immunglobulinkonzentration und Serumkreatininkonzentrati-

on) ein, nach denen innerhalb von drei Stadien klassifiziert wird (Durie und Salmon, 

1975). Kürzlich wurde eine neue Stadieneinteilung vorgeschlagen, die mittels statistischer 

Verfahren anhand der Daten von über 10.000 vormals unbehandelten Myelompatienten 

konzipiert wurde. Das International Staging System (ISS) ermöglicht über die alleinige 

Bestimmung der Serumkonzentration von β2-Mikroglobulin und Albumin ebenfalls eine 

dreistufige Stadieneinteilung, die sich nicht nur als einfacher, sondern auch genauer er-

wiesen hat (Mihou et al., 2006). Für beide Einteilungen beträgt die mediane Überlebens-

rate unter Therapie in Stadium I ca. 60 Monate, in Stadium II ca. 45 Monate und in Stadi-

um III nur ca. 30 Monate. Für alle Patienten zusammengenommen liegt die mediane Ü-

berlebenszeit mit einer großen Streubreite von 6 Monaten bis 10 Jahren zwischen 3 und 4 

Jahren (Durie und Salmon, 1975; Greipp et al., 2005). 

 

Eine sofortige Therapieindikation besteht nach den Leitlinien der European Society for 

Medical Oncology (ESMO) erst ab Stadium II, da das multiple Myelom in Stadium I als 

inaktiv angesehen wird und es bisher keine Hinweise darauf gibt, dass durch eine frühzei-

tige Behandlung die Überlebenszeit verlängert werden könnte (Hjorth et al., 1993; Ha-

rousseau und Dreyling, 2008). 
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2.1.5 Remissionsbeurteilung 

Wie ein Patient auf eine Therapie anspricht, kann anhand der Kriterien der European 

Group for Blood and Marrow Transplant (EBMT) eingeteilt werden. Sie diente den im Ver-

lauf der vorliegenden Arbeit zitierten klinischen Studien als Bewertungsgrundlage. Es wird 

zwischen einer kompletten, partiellen und minimalen Remission unterschieden, wobei 

deren Summe die Ansprechrate (overal response) beschreibt. Die Einteilung erfolgt - wie 

Tabelle 1 zu entnehmen ist - anhand verschiedener klinischer Parameter (Blade et al., 

1998). 

 

Tabelle 1: Remmissionsbeurteilung nach den Kriterien der European Blood and 
Marrow Transplantation Group 

Komplette Remission, alle Kriterien: 

• Kein monoklonales Protein in Serum und Urin (Immunfixationselektrophorese) 

• <5% Plasmazellen im Knochenmark 

• Keine Zunahme der Zahl oder Größe von Osteolysen 

• Verschwinden von Weichteilplasmozytomen 

Partielle Remission, alle Kriterien: 

• >50% Reduktion des monoklonalen Proteins im Serum 

• >90% Reduktion monoklonaler Leichtketten im 24h-Sammelurin 

• Bei Non-Sekretoren >50% Reduktion der Plasmazellen im Knochenmark 

• >50% Reduktion von Weichteilplasmozytomen 

• Keine Zunahme der Zahl oder Größe von Osteolysen 

Minimale Remission, alle Kriterien: 

• 25-49% Reduktion des monoklonalen Proteins im Serum 

• 50-89% Reduktion monoklonaler Leichtketten im 24h-Sammelurin 

• Bei Non-Sekretoren 25-49% Reduktion der Plasmazellen im Knochenmark 

• >25-49% Reduktion von Weichteilplasmozytomen 

• Keine Zunahme der Zahl oder Größe von Osteolysen 
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2.1.6 Therapie 

Die Therapie des multiplen Myeloms stellt in der klinischen Praxis eine besondere Her-

ausforderung dar. Vor Einführung der Chemotherapie betrug die mediane Lebenserwar-

tung weniger als ein Jahr (Osgood, 1960). Erst die Introduktion des alkylierenden Zytosta-

tikums Melphalan im Jahr 1962 führte zu längeren Überlebenszeiten und effektiveren 

Therapiestrategien (Bergsagel et al., 1962; Selby et al., 1987). Als Standardtherapie setz-

te sich schließlich die Kombination von oral verabreichtem Melphalan und Prednisolon 

(Alexanian-Schema) durch. Sie führt zu einer 5 Jahre Überlebensrate von 19% und einer 

medianen Überlebenszeit von ungefähr 3 Jahren (Oken et al., 1997). Es folgten Versu-

che, andere klassische Chemotherapeutika zu etablieren, so zum Beispiel die Kombinati-

on von Vincristin, Doxorubicin und Dexamethason (VAD-Schema) (Samson et al., 1989). 

Anhand einer großen Metaanalyse konnte jedoch, bezogen auf die Mortalität, kein Unter-

schied zwischen den neu entwickelten Kombinationsregimen und der Kombination aus 

Melphalan und Prednisolon nachgewiesen werden. Die mediane Überlebenszeit belief 

sich bei allen konventionellen Chemotherapien weiterhin auf ungefähr 3 Jahre 

(Anonymus, 1998). Weitere Anstrengungen, die Überlebenszeit zu verlängern, führten zur 

Einführung der Hochdosischemotherapie mit nachfolgender autologer Stammzelltrans-

plantation. Hierunter kann im Vergleich zur konventionellen Chemotherapie nicht nur die 

mediane Überlebenszeit um fast ein Jahr angehoben werden, es wird vielmehr auch eine 

Verbesserung der Ansprechrate und des Ereignis freien Überlebens (event-free survival) 

erzielt (Attal et al., 1996; Child et al., 2003). Noch größere Therapieerfolge, d.h. höhere 

Überlebensraten, werden durch die zweimalige Stammzelltransplantation (Tandem) nach 

erfolgter Hochdosischemotherapie erreicht. So betrug in einer Studie die geschätzte 7 

Jahre Überlebensrate für die einmalig transplantierte Gruppe 21% gegenüber 42% in der 

zweimalig transplantierten Gruppe (Attal et al., 2003). Die Hochdosischemotherapie mit 

nachfolgender autologer Stammzelltransplantation stellt derzeit für Patienten unter 65 

Jahren die effektivste Therapiemöglichkeit dar. 

 

Obwohl mittels Stammzelltransplantation eine partielle oder komplette Remission erreicht 

werden kann, ist die Prognose aufgrund einer hohen Rezidivrate äußerst schlecht, so 

dass nicht von einem kurativen Therapieansatz gesprochen werden kann (Kyle, 2000). 

Problematisch auf die Therapiegestaltung und deren Erfolge wirkt sich schließlich auch 

das durchschnittlich hohe Alter der Myelompatienten aus, von denen viele keine aggressi-

ve Chemotherapie tolerieren können (Klepin und Hurd, 2006). Für diesen großen Teil der 

Patienten bleibt die seit den 60er Jahren eingeführte Kombination aus Melphalan und 
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Prednisolon (Alexanian-Schema) mit ihren geringen Therapieerfolgen immer noch die 

aktuelle Standardtherapie (Kumar, 2006; Peest und Ganser, 2007). 

 

Die zuvor beschriebenen Schwierigkeiten in der Behandlung des multiplen Myeloms füh-

ren notwendig dazu, neue Therapiemöglichkeiten zu erforschen. In jüngster Zeit haben 

sich einige neuartige Chemotherapeutika gefunden, deren klinische Relevanz derzeit ge-

prüft wird. Hierzu zählen: Thalidomid, Lenalidomid und Bortezomib (Caers et al., 2008b). 

 

Thalidomid, das als Schlafmittel in den 50er Jahren aufgrund von Teratogenität vom Markt 

genommen wurde, war das erste dieser Medikamente, das seinen Weg in die Therapie 

des multiplen Myeloms gefunden hat. Es stellt mittlerweile eine effektive Alternative in der 

Behandlung des multiplen Myeloms dar. Der hierbei zu Grunde liegende Wirkmechanis-

mus könnte mit einer antiangiogenen Wirkung in Zusammenhang stehen (Singhal et al., 

1999; Kumar et al., 2003). Lenalidomid ist ein orales Analogon von Thalidomid und seit 

2006 zur Behandlung des multiplen Myeloms zugelassen (Hazarika et al., 2008). Borte-

zomib, dessen Untersuchung Teil der vorliegenden Arbeit ist, wird im folgenden Kapitel 

ausführlich besprochen. 

 

Seit Einführung dieser neuen Medikamente in der klinischen Praxis haben sich die Er-

folgsaussichten für Patienten mit multiplem Myelom nachweislich verbessert. Kumar et al. 

konnten zeigen, dass Patienten mit Rezidiv signifikant länger überlebten (30,9 Monate 

gegenüber 14,8 Monate), wenn sie mit einem dieser drei Medikamente behandelt wurden 

(Kumar et al., 2008). Die Verwendung von neuen Therapiestrategien in der Behandlung 

von Patienten mit Rezidiv spiegelt die Idee wider, dass eine unheilbare Krankheit kontrol-

lierbar werden kann (Srikanth et al., 2008). 

2.2 Bortezomib 

Bortezomib (früher PS-341) wurde 2003 erstmals unter dem Handelsnamen Velcade® 

zugelassen (siehe Abb.1). Es handelt sich um ein Zytostatikum, das seine Wirkung über 

die Inhibition eines spezifischen Zielmoleküls - das Proteasomen - entfaltet. Bortezomib 

zählt somit zur Gruppe der „molecularly targeted therapy“ (Jackmann, 2004). 

 

Entscheidend für die zelluläre Hämostase ist neben der Proteinsynthese auch die Degra-

dation von Proteinen, d.h. die Entfernung unnötig gewordener Proteine. Bei den zellulären 
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Abb.1: Strukturformel von Bortezomib 
(Teicher et al., 1999)

Systemen, die an der Proteindegradation beteiligt sind, kann zwischen dem lysosomalen 

und dem nicht-lysosomalen System unterschieden werden. Das Proteasomen ist ein En-

zymkomplex, der an der nicht-lysosomalen Degradation von Proteinen beteiligt ist. Lokali-

siert ist das Proteasomen intrazellulär, assoziiert zum Zytoskelett und endoplasmatischen 

Retikulum (Wojcik und DeMartino, 2003). Die meist vorkommende Form, das 26S Protea-

somen, besteht aus einer 20S Kerneinheit und zwei, 19S genannten, regulativen Unter-

einheiten, die wie zwei „Deckel“ an die 

röhrenförmige Kerneinheit assoziiert 

sind (Mani und Gelmann, 2005). Beim 

Durchtritt durch die Kerneinheit werden 

falsch gefaltete, funktionsuntüchtige 

und beschädigte Proteine durch 

Proteolyse degradiert (siehe Abb.2) 

(Nandi et al., 2006). 

 

Vor der proteasomalen Degradation 

werden die Proteine markiert. Während 

dieses mehrstufigen enzymatischen Prozesses wird Ubiquitin, ein kleines, evolutionär 

hoch konserviertes Protein, kovalent an das Zielprotein gebunden. Durch weitere Bindung 

von Ubiquitin an bereits gebundenes Ubiquitin entsteht eine Polyubiquitinkette. So mar-

kierte Proteine werden vom 26S Proteasomen erkannt und proteolysiert (siehe Abb.2) 

(Nandi et al., 2006). 

 

Das Proteasomen dient dem enzymatischen Abbau vieler Proteine, die in der Regulation 

des Zellzyklus, der Apoptose und der Angiogenese beteiligt sind. Da es hierdurch eine 

zentrale Rolle in der Regulation von Proliferation und Apoptose spielt, ist das Proteaso-

men zu einem Angriffspunkt in der Tumortherapie geworden (Montagut et al., 2006). 

Durch die Inhibition des Proteasomens sammeln sich die zur Proteolyse bestimmten Pro-

teine in der Zelle an, wodurch die Zelle sozusagen an ihrem eigenen „Müll“ erstickt. Be-

einflusst werden die intrazellulären Konzentrationen von Regulatoren des Zellzyklus (z.B. 

Cycline, p21, p27), antiapoptotischen Proteinen (z.B. Bcl-2), Tumorsuppressoren (z.B. 

p53), Transkriptionsfaktoren und Inhibitoren (z.B. NF-κB und IκB). Allgemein besteht die 

Wirkung von Bortezomib in einem antiproliferativen, proapoptotischen und antiangiogenen 

Effekt, der in der Therapie von Neoplasien genutzt werden kann (siehe Abb.2) (Boccadoro 

et al., 2005). 
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Abb.2: Molekularer Wirkmechanismus von Bortezomib 

Dargestellt ist die enzymatische Markierung von Proteinen (blau) mittels Ubiquitin (gelb). Bortezo-
mib verhindert die proteasomale Degradation polyubiquinierter Proteine mit der Folge einer intra-
zellulären Anhäufung dieser Proteine (modifiziert nach http://journals.prous.com/journals/dof/2002 
2711/html/df271079/images/Bortezomib_f2.jpg. Stand: 07.11.08). 

 

2.2.1 Bortezomib und das multiple Myelom  

Auf Grund von Theorien über eine mögliche proapoptotische Wirkung, die durch die 

Hemmung des Proteasomens zu erzielen ist, wurde der später in Bortezomib unbenannte 

Proteasomen-Inhibitor PS-341 entwickelt. Innerhalb einer in vitro Screening-

Versuchsreihe des National Cancer Institute (NCI) erwies sich PS-341 auch in der Praxis 

als potenter Inhibitor des Proteasomens mit einer beträchtlichen zytotoxischen Wirkung 

(Adams et al., 1999). Hideshima et al. konnten daraufhin in vitro eine direkte antiprolifera-

tive und proapoptotische Wirkung auf unterschiedliche multiple Myelomzelllinien demonst-

rieren (Hideshima et al., 2001). In einer weiterführenden präklinischen in vivo Studie wur-

de die antimyeloische Wirkung von PS-341 anhand eines xenographen Mausmodels un-

tersucht. Hier zeigte sich nicht nur eine signifikante Inhibition des Tumorwachstums, son-

dern auch eine signifikante Zunahme der Überlebenszeit (30 Tage gegenüber 14 Tage) 

(LeBlanc et al., 2002). Innerhalb einer klinischen Phase I Studie mit an hämatologischen 

Neoplasien erkrankten Patienten konnte ein antitumoröser Effekt gegen ursprünglich the-

rapierefraktäre Plasmazelldyskrasien belegt werden (Orlowski et al., 2002b). Im weiteren 

Verlauf wurden zwei multizentrisch angelegte Phase II Studien durchgeführt. Bei der so-

genannten SUMMIT Studie, in die 202 stark vorbehandelte Patienten mit rezidiviertem 
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multiplen Myelom eingeschlossen wurden, betrug die Ansprechrate 35% mit einer media-

nen Überlebenszeit von 16 Monaten (Richardson et al., 2003). In der kleineren CREST 

Studie, die 54 weniger stark vorbehandelte Patienten einschloss, konnte in gleicher Do-

sierung eine 38%ige Ansprechrate erzielt werden (Jagannath et al., 2004). Das Neben-

wirkungsprofil von Bortezomib beinhaltet u.a. das Auftreten von Polyneuropathien, 

Thrombozytopenien, Neutropenien und gastrointestinalen Beschwerden, gilt aber als ins-

gesamt vertretbar (Richardson et al., 2003; Jagannath et al., 2004). Diese Erfolge führten 

2003 - wie zuvor bereits erwähnt - zu einer beschleunigten Zulassung von Bortezomib 

durch die FDA (United States Food and Drug Administration) und EMEA (European Medi-

cines Agency) (Montagut et al., 2005). Die erstmalige Zulassung wurde zur Monotherapie 

des multiplen Myeloms in der Behandlung von Patienten mit Rezidiv, die mindestens zwei 

vorangegangene Therapien durchlaufen haben, gewährt (Bross et al., 2004). Die FDA 

erweiterte die Zulassung 2006 zur Monotherapie nach Rezidiv mit einmalig vorangegan-

gener Therapie (Kane et al., 2006). Grund waren die Ergebnisse einer international ange-

legten Phase III Studie, der sogenannten APEX Studie, innerhalb derer Patienten mit re-

zidiviertem multiplen Myelom randomisiert entweder hochdosiertes Dexamethason oder 

Bortezomib erhielten. Es zeigten sich eine signifikant längere Zeit bis zum Fortschreiten 

(Time To Progression), eine höhere Ansprechrate und eine verlängerte Überlebenszeit in 

der Behandlung mit Bortezomib. Die mediane Überlebenszeit betrug ungefähr 30 Monate 

für Bortezomib und ungefähr 24 Monate für Dexamethason (Richardson et al., 2007). Seit 

Juni 2008 ist Bortezomib, basierend auf einer internationalen, multizentrischen Studie mit 

Patienten, die an unbehandeltem multiplen Myelom litten, durch die FDA zur Initialthera-

pie zugelassen. In dieser Studie erhielten die Patienten randomisiert entweder nur 

Melphalan mit Prednisolon oder zusätzlich zu dieser Kombination Bortezomib. Die Studie 

wurde vorzeitig abgebrochen, nachdem sich eine signifikante Verbesserung der Zeit bis 

zum Fortschreiten (Time To Progression) von ungefähr 15 auf 21 Monate durch die Hin-

zunahme von Bortezomib abzeichnete (FDA, 2008). 

2.2.2 Kombinationstherapie 

Neoplasien wie das multiple Myelom zeichnen sich durch eine enorme Heterogenität und 

hohe Mutationsrate aus, die zu einer genetischen und phänotypischen Instabilität führt 

(King und Nelson, 1989; Guikema et al., 2004). Aus dieser Instabilität erwachsen mitunter 

unterschiedliche Überlebensstrategien, die die Tumorzelle vor einer gesunden Proliferati-

onskontrolle schützen können, d.h. Tumorprogress, Proliferation und Metastasierung kön-

nen durch multiple Mutationen und antiapoptotische Signalwege unterhalten werden. Zu-

sätzlich begünstigt die hohe Mutationsrate die Entstehung primärer und sekundärer Re-

sistenzen. Durch die Kombination verschiedener Chemotherapeutika mit unterschiedli-
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chen Wirkmechanismen und Angriffspunkten kann versucht werden, eine verbesserte 

antitumoröse Wirkung zu erzielen und der Ausbildung von Resistenzen vorzubeugen 

(Jackmann, 2004). 

 

Vor diesem Hintergrund werden Bortezomib beinhaltende Kombinationschemotherapien 

innerhalb klinischer Studien untersucht (Richardson et al., 2006). Wie ausführlicher in der 

Diskussion besprochen wird, geschieht dies meist, ohne dass die jeweiligen Kombinati-

onsregime präklinisch in vitro, d.h. in Zellkultur, auf ihre Effektivität hin geprüft wurden. 

Auch mit den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kombinationsregimen aus Borte-

zomib mit Dexamethason und Cyclophosphamid wurden trotz der geringen präklinischen 

Datenlage bereits klinische Studien durchgeführt (Jagannath et al., 2006; Davies et al., 

2007; Ozaki et al., 2007; Srikanth et al., 2008). Im Folgenden werden die in dieser Arbeit 

verwendeten Kombinationspartner Dexamethason und Mafosfamid einleitend beschrie-

ben. 

2.3 Dexamethason 

Dexamethason ist ein synthetisches, langwirksames Glukokortikoid aus der Klasse der 

Steroidhormone, die Bestandteil der Nebennierenrindenhormone sind. Im Jahr 1949 wur-

de das erste Mal von der klinisch anwendbaren antirheumatischen Wirkung dieser Sub-

stanzgruppe berichtet (Kohl, 2001). Bereits ein Jahr später wurde in diesem Zusammen-

hang der Nobelpreis für Medizin und Physiologie verliehen (Raju, 1999). In der Hoffnung, 

die nebenwirkungsreiche mineralkortikoide Wirkung zu reduzieren und die antiphlogisti-

sche Wirkung zu steigern, erfolgte die Einführung von Prednison und Prednisolon durch 

die Firma Schering (Herzog und Oliveto, 1992). Daraufhin wurden eine Vielzahl unter-

schiedlicher Präparate, wie auch das Dexamethason, entwickelt. Eine besonders effektive 

Modifikation des Steroidgerüstes stellte die Einführung eines Fluoratoms in 9α-Position 

dar (siehe Abb.3). Diese und andere Molekülvariationen führen bei Dexamethason zu 

einer um den Faktor 30 gesteigerten glukokortikoiden Aktivität bei fast fehlender mineral-

kortikoider Wirkung (Forth et al., 2001; Mutschler et al., 2001). Hierdurch ist es möglich, 

fast ohne Störung des Wasser-Elektrolyt-Haushaltes die klinisch gewünschte antiphlo-

gistische und immunsuppressive Wirkung zu nutzen. 

 

Glukokortikoide im Allgemeinen sind fester Bestandteil therapeutischer Strategien in der 

Behandlung maligner lymphatischer und hämatologischer Erkrankungen (Gaynon und 

Carrel, 1999; Younes, 2004; Mitchell et al., 2005; Horning, 2007). Unter anderem werden 
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Abb.3: Strukturformel von Dexamethason 
(Lüllmann et al., 2003)

sie in der Therapie des multiplen Myeloms verwendet (Juge-Morineau et al., 1996; Paule 

et al., 1998). Die klassischen Therapieregime des multiplen Myeloms beinhalten Dexa-

methason oder Prednisolon in Kombination mit anderen Chemotherapeutika (Alexanian et 

al., 1986; Anonymus, 1998). Genannt 

seien die vormals erwähnten 

Kombinationen aus Melphalan mit 

Prednisolon (Alexanian-Schema) und 

die Kombination aus Vincristin, Do-

xorubicin mit Dexamethason (VAD-

Schema) (Samson et al., 1989). 

 

Glukokortikoide entfalten ihre Wirkung 

über unterschiedliche Mechanismen. 

Prinzipiell wird derzeit zwischen einem 

genomischen und einem nicht genomischen Wirkmechanismus unterschieden (Buttgereit, 

2001). Die genomische Wirkung erfolgt nach Bindung eines zytosolischen Glukokortikoid-

Rezeptors und Bildung eines aktiven Steroid-Rezeptor-Komplexes. Dieser Komplex regu-

liert nach Translokation in den Zellkern die Expression einer Vielzahl unterschiedlicher 

Gene, die Gegenstand aktueller Forschung sind (Geley et al., 1996; Chauhan et al., 

2002). Hierdurch inhibieren oder fördern Glukokortikoide beispielsweise die Expression 

verschiedener Zytokine, Rezeptoren oder Adhäsionsmoleküle. Dies geschieht über direk-

te Interaktion mit den „glucocorticoid response elements“ in der Promotorregion von Ge-

nen oder in der Modifikation der Wirkung von Transkriptionsfaktoren (Barnes, 1998; Hay-

ashi et al., 2004). Obwohl dieser genomische Mechanismus wahrscheinlich den meisten 

Wirkungen der Glukokortikoide unterliegt, wird auch von einem schneller wirkenden nicht 

genomischen Wirkmechanismus ausgegangen. Dieser ist bisher jedoch nicht gut verstan-

den. Man geht davon aus, dass Glukokortikoide direkt über Interaktion mit Membranlipi-

den, Membranproteinen und zytosolischen Proteinen wirken können (Buttgereit und 

Scheffold, 2002; Haller et al., 2008). 

 

Die molekularen Mechanismen, mit denen Glukokortikoide ihre proliferationshemmende 

Wirkung auf lymphatische Malignome ausüben, sind äußerst komplex. Chauhan et al. 

konnten mittels DNA-Mikroarray Untersuchungen zeigen, dass das Expressionsmuster 

von unbehandelten Zellen im Vergleich zu Zellen, die mit Glukokortikoiden behandelt 

wurden, deutlich verändert war. Dieser Umstand konnte im weiteren Verlauf durch ver-
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schiedene Arbeitsgruppen bestätigt werden (Chauhan et al., 2002; Schmidt et al., 2004; 

Ploner et al., 2005). 

2.4 Mafosfamid 

Mafosfamid ist ein Derivat des aktiven Cyclophosphamidmetaboliten 4-OH Cyc-

lophosphamid, wobei Cyclophosphamid zu den klassisch alkylierenden Zytostatika aus 

der Gruppe der Oxazaphosphorine gezählt wird. Alkylantien sind hochreaktive Substan-

zen, die Alkylgruppen an organische Moleküle binden können. Es handelt sich um eine 

Stoffgruppe, die mit Stickstoff-Lost, einem Derivat des Senfgases (Lost), eng verwandt ist. 

In der Absicht, geeignete Chemotherapeutika mit weniger Nebenwirkungen zu etablieren, 

wurde die Gruppe der Oxazaphosphorine entwickelt (Brock, 1989). Einer ihrer ersten und 

bedeutendsten Vertreter ist das Cyclophosphamid. Cyclophosphamid ist ein sogenanntes 

Prodrug. Das bedeutetet, dass die pharmakologisch aktive Form dieser Substanz erst 

nach enzymatischer Aktivierung durch mischfunktionelle Oxidasen der Leber entsteht 

(Huang et al., 2000). Das daraus hervorgehende 4-OH Cyclophosphamid steht mit der 

ringoffenen Form, dem Aldophosphamid, im Gleichgewicht. Aldophosphamid spaltet sich 

spontan in Acrolein und die am stärksten alkylierende Verbindung, das sogenannte 

Phosphoramid-Mustard (siehe Abb.4) (Colvin et al., 1973). Acrolein wird für die therapie-

limitierenden, urotoxischen Nebenwirkungen verantwortlich gemacht, welche sich in der 

Behandlung mit Oxazaphosphorinen herausstellten. Durch prophylaktische Kombination 

der Oxazaphosphorine mit 2-Mercaptoethansulfonat (Mesna) kann Acrolein gebunden 

und unschädlich gemacht werden (Brock und Pohl, 1986). 

 

Die vorliegende Arbeit untersucht in Anlehnung an klinische Studien, die mit Cyc-

lophosphamid durchgeführt wurden, die Wirksamkeit von Mafosfamid. Mafosfamid ent-

stand in der pharmakologischen Weiterentwicklung von Cyclophosphamid. Es enthält di-

rekt integriert in seine chemische Struktur Mesna und zeichnet sich durch einen sponta-

nen Zerfall in den aktiven Metaboliten von Cyclophosphamid (4-OH Cyclophosphamid) 

und Mesna aus (siehe Abb.4). Da durch den spontanen Zerfall eine enzymatische Aktivie-

rung in der Leber nicht mehr notwendig ist, kann Mafosfamid - wie in der vorliegenden 

Arbeit - direkt zur Untersuchung von Zellkulturen verwendet werden (Brock, 1989). 
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Abb.4: Metabolisierung von Mafosfamid und Cyclophosphamid 

Dargestellt ist die Metabolisierung von Mafosfamid und Cyclophosphamid, wobei Mafosfamid 
spontan hydrolysiert und Cyclophosphamid enzymatisch in 4-OH Cyclophosphamid umgewandelt 
wird (Blaney et al., 2005). 

 

Cyclophosphamid findet eine breite medizinische Anwendung. Viele hämatologische und 

solide Neoplasien werden mit Kombinationschemotherapien behandelt, deren Bestandteil 

Cyclophosphamid ist. Beispielhaft sei hier die Anwendung in der Therapie von Lymph-

omen, Leukämien, Bronchialkarzinomen, Ovarialkarzinomen, Mammakarzinomen sowie 

des multiplen Myeloms erwähnt (Aisner et al., 1992; Chen et al., 2008; Han et al., 2008; 

Michallet und Coiffier, 2008; Wolowacz et al., 2008). Des Weiteren ist Cyclophosphamid 

von besonderer Bedeutung im Rahmen der Hochdosistherapie mit nachfolgender Stamm-

zelltransplantation, bei der vor einer Stammzelltransplantation eine sogenannte Konditio-

nierung mit extrem hohen Dosen Cyclophosphamid durchgeführt wird (Kim et al., 2007). 

 

Obwohl viele zelluläre Bestandteile alkyliert werden können, liegt der Hauptmechanismus 

der zytotoxischen Wirkung von Alkylantien in ihrer Fähigkeit, Nukleinsäure zu vernetzen 

(Wagner et al., 1997). Durch die Übertragung von Alkylgruppen entstehen kovalente Bin-

dungen (crosslinks) zwischen Basenpaaren der DNA. Diese Vernetzungen können sich 

innerhalb des gleichen Stranges der DNA-Doppelhelix (intrastrand crosslinks) mit dem 

gegenüberliegenden Strang (interstrand crosslink) und mit Proteinen (DNA-Protein cross 

link) ausbilden. Weiterhin werden im Zusammenhang mit der zytotoxischen Wirkung von 

Alkylantien Einzel- und Doppelstrangbrüche der DNA beobachtet (Kohn, 1996). In Studien 

mit dem aktiven Hydroxymetabolit von Cyclophosphamid konnte das Vorhandensein von 



 Einleitung 

 

 13

Längsverbindungen (interstrand cross links) und DNA-Protein Verbindungen (DNA-

Protein cross links) nachgewiesen werden (Crook et al., 1986). Letztendlich können die 

Schäden an der DNA komplexe Signalkaskaden induzieren, die die Zelle in den pro-

grammierten Zelltod führt (Green, 1998). 

2.5 Fragestellung 

Das multiple Myelom bleibt weiterhin eine hämatologische Erkrankung mit einer kurzen 

Überlebenszeit. Die schlechten Ansprechraten der konventionellen Chemotherapien und 

die hohen Rezidivraten in der Hochdosistherapie führen notwendigerweise zur Erfor-

schung neuer Therapiemöglichkeiten. Die bisherigen Ergebnisse für Bortezomib, einem 

Vertreter der neuartigen Proteasomen-Inhibitoren, sind vielversprechend und zeigen ins-

besondere Wege in der Behandlung älterer Patienten auf, die keine Hochdosistherapie 

tolerieren können. In der Kombination von Bortezomib mit klassischen Chemotherapeuti-

ka, wie Dexamethason und Cyclophosphamid, besteht eventuell die Möglichkeit, die Er-

folge in der Behandlung mit Bortezomib weiter zu verbessern. Für die in der vorliegenden 

Arbeit untersuchte Kombination von Bortezomib mit Dexamethason und Cyclophospha-

mid wurden bereits klinische Studien durchgeführt, ohne dass diese Kombination vorher 

in vitro evaluiert wurde. Die vorliegende Arbeit steht in der Absicht, diese Lücke zu füllen 

und eine Basis zu bieten, um die Ergebnisse und Hintergründe der klinischen Studien 

fachgerecht diskutieren zu können. Die verfolgte Arbeitshypothese geht der Frage nach, 

ob in der Behandlung von multiplen Myelomzellen in vitro die Kombination von Bortezo-

mib mit Mafosfamid und Dexamethason einen Vorteil gegenüber der Monotherapie mit 

Bortezomib bietet. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Reagenzien und Puffer 

Reagenzien und Puffer Bezugsquelle 
  

Apoptose-Assay  

 Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I 
enthält: 

- Annexin V-FITC (100 Tests) 
- Propidiumjodid (2 ml) 
- Annexin V Binding Buffer (50 ml) 

BD Biosciences (Franklin Lakes, 
USA) 

 Destilliertes Wasser DeltaSelect GmbH (München) 

 PBS (Phosphate Buffered Saline) Puffer Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
(Steinheim) 

  

Proliferationsassay  

WST-1 Cell Proliferation Reagent Roche Diagnostics GmbH (Mann-
heim) 

  

Sonstige Reagenzien  

Trypan Blue Solution (0,4%) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
(Steinheim) 

 

3.1.2 Medien und Zusätze 

Medien und Zusätze Bezugsquelle 

  

Medien  

 Einfriermedium cryo-safe 1  c-c-pro GmbH (Oberdorla) 

 Medium RPMI 1640 Cambrex Bio Science (Verviers, 
Belgien, ehemals Bio Whittaker Europe) 

  

Zusätze  

 Fetales Kälberserum  Biochrom AG (Berlin) 

 Penicillin-Streptomycin Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
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3.1.3 Labormaterial 

Labormaterial Bezugsquelle 

96-Loch-Mikrotiterplatten Nunc GmbH & Co. KG (Langenselbold) 

Dispenserspritzen, Compitips plus Biopur 
(0,5 ml, 1 ml, 5 ml) 

Eppendorf AG (Hamburg) 

Einfrierröhrchen, Cryo Tube Vials (1,8 ml) Nunc GmbH & Co. KG (Langenselbold) 

Einmalkanülen, BD Microlance 3 BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 

Ethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim) 

Falconröhrchen (15 ml, 50 ml)  Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) 

Pipetten Eppendorf AG (Hamburg) 

Pipettenspitzen (0,2 ml, 1 ml) Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) 

Polystyrene Round-Bottom Tube (16 ml) BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 

Reagenzröhrchen (5 ml) Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht) 

Reagiergefäße (1,5 ml) Eppendorf AG (Hamburg) 

Serological Pipet, Cellstar (5 ml, 10 ml, 25 
ml) 

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) 

Spritzen, BD Discardit II (5 ml) BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 

Transferpipetten (3,5 ml) Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht) 

Zellkulturflaschen, Nunclon Surface Nunc GmbH & Co. KG (Langenselbold) 

 

3.1.4 Geräte 

Geräte Bezugsquelle 

  

Absorptionsphotometrie  

 Spektralphotometer für Mikrotiterplatten, 
Revelation 4.22 

Dynex Technologies GmbH (Berlin) 

  

Durchflusszytometrie  

 Durchflusszytometer, Cytomics FC500 Beckmann Coulter GmbH (Krefeld) 

 Schüttler, MS2 Minishaker IKA-Werk GmbH & Co. KG (Staufen) 
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Zellkultur  

 Brutschrank  Heraeus Holding GmbH (Hanau) 

 Mikroskop, Typ ID03 Carl Zeiss AG (Oberkochen) 

 Neubauer Zählkammer Karl Hecht KG “Assistent” (Sonden-
heim/Rhön) 

 Pipetus Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. 
KG (Eberstadt) 

 Sterilbank, Typ BSB 4A Gelaire (Sydney, Australien) 

 Stickstoffbehälter Cryson GmbH (Schöllkrippen) 

 Wasserbad, Typ 1003 GFL GmbH (Burgwedel) 

 Zentrifuge, Sepatech Megafuge 1,0 Heraeus Holding GmbH (Hanau) 

  

Sonstige Geräte  

 Elektronische Waage, Typ 1712MP8 Sartorius AG (Göttingen) 

 Ultraschallbad, Sonorex TK52 Bandelin GmbH & Co. KG (Berlin) 

 

3.1.5 Zytostatika 

3.1.5.1 Bortezomib (Velcade®) 

Bezugsquelle: Millennium Pharmaceuticals, Inc. (Cambridge, USA) 

Summenformel: C19H25BN4O4 

Eine Durchstechflasche mit Pulver zum Herstellen einer Injektionslösung enthält 3,5 mg 

Wirkstoff mit einem Molekulargewicht von 384.24. Restbestände des stationären 

Gebrauchs wurden zu je 20 µl aliquotiert und bei -20°C gelagert. Vor Behandlung der Zel-

len wurde das Medikament im Wasserbad bei 37°C für 3 Minuten aufgetaut. Die verschie-

denen Konzentrationen wurden durch Verdünnung mit Medium hergestellt. 

 

3.1.5.2 Dexamethason (Fortecortin®) 

Bezugsquelle: Merck KGaA (Darmstadt) 

Summenformel: C22H29FO5 

Verwendet wurden Ampullen mit Injektionslösung entsprechend 4 mg, 8 mg und 32 mg. 

Das Molekulargewicht beträgt 392.46. Die Ampullen wurden bei Raumtemperatur gela-

gert. Um die geeignete Konzentration für die Versuche zu erstellen, wurde der Inhalt der 

Ampullen direkt mit Medium verdünnt. 
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3.1.5.3 Mafosfamid 

Bezugsquelle: NIOMECH, Teil von IIT GmbH (Bielefeld) 

Summenformel: C9H18Cl2N2O5PS2 x C6H14N 

Das verwendete Mafosfamid-Cyclohexamin-Salz besitzt ein Molekulargewicht von 500.45 

und wurde bei 4°C trocken gelagert. Für die Versuche wurde das pulverförmige Zytostati-

kum in Mengen zu 2 µg aufgeteilt. Kurz vor Behandlung der Zellen wurde Mafosfamid 

durch Verdünnung mit Medium entsprechend konzentriert und anschließend für 3 Minuten 

ins Ultraschallbad gestellt. 

 

3.1.6 Zelllinien 

Beide nicht adhärent wachsende Zelllinien wurden uns freundlicherweise vom UK-SH 

Campus Kiel, Sektion für Stammzelltransplantation (unter Leitung von Prof. Dr. med. Mar-

tin Gramatzki), zur Verfügung gestellt. 

 

3.1.6.1 L-363 

L-363 ist eine Zelllinie, die 1977 aus dem Blut einer 36 Jahre alten Frau mit Plasmazell-

leukämie (Typ IgG) gewonnen wurde (Diehl et al., 1978). Diese Zelllinie zeichnet sich 

durch eine in therapeutischen Dosen befindliche Sensibilität gegenüber Dexamethason 

aus (Juge-Morineau et al., 1995). 

 

3.1.6.2 OPM-2 

Die Zelllinie OPM-2 wurde 1982 aus dem Blut einer 56 Jahre alten Frau mit multiplem 

Myelom (Typ IgG lambda) in leukämischer Phase gewonnen. Zusätzlich wurde aus dem 

Blut der gleichen Frau noch eine andere Zelllinie, nämlich OPM-1, etabliert. Beide Zellli-

nien unterscheiden sich in der Anordnung chromosomaler Aberrationen und hinsichtlich 

ihrer Empfindlichkeit gegenüber Dexamethason. Die Zelllinie OPM-2 wird im Gegensatz 

zur Zelllinie OPM-1 als sensibel gegenüber Dexamethason beschrieben (Katagiri et al., 

1985; Gomi et al., 1990; Juge-Morineau et al., 1995). 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Zellkultur 

3.2.1.1 Steriles Arbeiten 

Um eine Kontamination der Zellkulturen mit Mikroorganismen zu vermeiden, wurde streng 

darauf geachtet, die dafür nötigen Vorsichtsmaßnahmen einzuhalten. Alle Arbeiten mit 

den Zellen wurden unter der Sterilbank durchgeführt. Die Arbeitsfläche der Sterilbank und 

die Arbeitsmaterialien wurden vor Arbeitsbeginn mit 70% Ethanol gereinigt. Es wurden 

steril verpackte Einmalartikel benutzt und hitzebeständige Glasmaterialien wurden bei 2,2 

bar (134°C) autoklaviert. 

 

3.2.1.2 Kultivierung und Passagieren  

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen unter keimfreien Bedingungen bei 37°C mit 5% 

CO2 und 95% O2 in Kultur gehalten. Die Zusammensetzung des Kulturmediums bestand 

aus 450 ml Medium RPMI 1640, 50 ml fetalem Kälberserum und 1 ml Penicillin-

Streptomycin. Das Passagieren erfolgte innerhalb von 3 - 5 Tagen. Hierfür wurden die 

Zellen in 50 ml Falkonröhrchen überführt und für 3 Minuten bei 1100 U/Min zentrifugiert. 

Der Überstand wurde abgesaugt und das entstandene Pellet in Medium resuspendiert. 

Die Bestimmung der Zellkonzentration erfolgte mit einer Neubauer Zählkammer. Zu Be-

ginn der Kultivierung wurden die Suspensionszellen in einer Konzentration von 1 x 105 

Zellen/ml auf 1:2 oder 1:4 Kulturflaschen zu je 20 ml Medium ausgebracht. 

 

3.2.1.3 Kryokonservierung 

Um auf junge Passagen zurückgreifen zu können, wurden regelmäßig Passagen kryo-

konserviert. Hierfür wurde der Inhalt einer Zellkulturflasche in ein 50 ml Falkonröhrchen 

überführt, für 2 Minuten bei 1100 U/Min zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Das 

Pellet wurde mit 1,8 ml Einfriermedium cryo-safe 1 resuspendiert und in einer Konzentra-

tion von 2 - 4 x 106 Zellen/ml in Einfrierröhrchen überführt. Diese wurden für 1 Stunde im 

Gefrierschrank bei -14°C, dann für 24 Stunden im Tiefkühlschrank bei -80°C gekühlt und 

schließlich bei -196°C in flüssigem Stickstoff eingelagert. Um kryokonservierte Passagen 

wieder aufzutauen, wurden die Zellen bei 37°C im Wasserbad aufgewärmt, in warmes 

Medium überführt und nach Entfernung des Einfriermediums durch zweimaliges Zentrifu-

gieren unter gewohnten Bedingungen in Kultur gehalten. 



 Material und Methoden  

 

 

 19

3.2.2 Wachstumskurven 

Es wurden mit beiden Zelllinien Wachstumskurven erstellt. Die Zellen wurden in einer 

Zellkonzentration von 1 x 105  Zellen/ml eingesät. Alle 24 Stunden wurde die Zellzahl mit 

der Neubauerzählkammer bestimmt und daraus die Mittelwerte und Standardabweichun-

gen bestimmt. Zur Prüfung der Vitalität wurde mit Trypanblau gegengefärbt. 

3.2.3 WST-1 Assay 

3.2.3.1 Prinzip 

Für die Bestimmung der Zellüberlebensrate wurde der WST-1 Assay genutzt, mit dem die 

kolorimetrische Messung lebender Zellen aufgrund ihrer Stoffwechselaktivität in Korrelati-

on zur Zellzahl möglich ist. Es handelt sich um einen auf Tetrazoliumsalzen beruhenden 

Assay (Berridge et al., 2005). Tetrazoliumsalze werden von mitochondrialen Dehydroge-

nasen NADH abhängig gespalten und zu farbigem Formazan reduziert (siehe Abb.5). Die 

Menge des entstandenen Formazans steht in Korrelation mit der Anzahl metabolisch akti-

ver Zellen und kann spektralphotometrisch bei 450 nm quantifiziert werden. Die mittels 

ELISA gemessene Absorption ist direkt proportional zur Anzahl der metabolisch aktiven 

und somit lebendigen Zellen. 

 

 

Abb.5: Prinzip des WST-1 Assays 
WST-1 wird NADH abhängig zu farbigem Formazan reduziert und kann photometrisch bestimmt 
werden. Die gemessene Absorption ist proportional zur Anzahl lebendiger Zellen (Roche, 2007). 
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3.2.3.2 Wachstumsstudien 

Um für den Versuchsaufbau die optimale Zellzahl bei Aussaat zu bestimmen, wurden mit 

dem WST-1 Assay Wachstumsstudien durchgeführt. Hierfür wurde die Extinktion von bei 

Aussaat 500, 1000, 2000, 5000 und 10000 Zellen/Well nach 24, 48, 72 bzw. 96 Stunden 

photometrisch bestimmt. Am Tag der Messung wurde 20 µl WST-1 in die mit Zellen gefüll-

ten Wells der 96-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert und die Extinktion mit dem Photometer 

nach 1, 2, 3 und 4 Stunden gemessen. Für den Versuchsaufbau mit WST-1 betrug dem-

nach die optimale Zellzahl bei Aussaat für OPM-2 5000 Zellen/Well und 10000 Zellen/Well 

entsprechend für L-363. Die Wachstumszeit vor Gabe von WST-1 betrug bei beiden Zell-

linien 3 Tage. Die Inkubationszeit nach Zugabe von WST-1 betrug für OPM-2 4 Stunden 

und 2 Stunden für L-363. 

 

3.2.3.3 Versuchsaufbau 

Für die Durchführung der Versuche wurden 96-Loch-Mikrotiterplatten angesetzt, die für 

die photometrische Bestimmung der Zellüberlebensrate mittels Spektrophotometer ge-

nutzt wurden. Hierfür wurden die Zellen aus den Kulturflaschen in 50 ml Falconröhrchen 

überführt und nach 3-minütiger Zentrifugation bei 1100 U/Min mit Medium resuspendiert. 

Dann wurde die Zellzahl mit der Neubauer Zählkammer bestimmt und durch Zugabe von 

Medium in die benötigte Zellkonzentration verdünnt (OPM-2 (5 x 104 Zellen/ml); L-363 (1 x 

105 Zellen/ml)). Um die Proben vor Verdunstung zu schützen, wurden zuerst die rand-

ständigen Wells der 96-Loch-Mikrotiterplatten mit 100 µl Medium gefüllt. Die Leerwerte 

erhielten 200 µl Medium und die Proben 100 µl Zellsuspension und 100 µl Medium. Die 

Absolute Zellzahl pro Well betrug für die Zelllinie OPM-2 5 x 103 Zellen/Well und entspre-

chend 1 x 104 Zellen/Well für die Zelllinie L-363. Eine Reihe bestand aus einem Leerwert 

und 6 Proben (siehe Abb.6). Zu Beginn wurde für jeden Versuch eine 96-Loch-

Mikrotiterplatte mit 5 Reihen angesetzt, die nicht behandelt wurden und als Kontrolle dien-

ten. Zusätzlich wurden die 96-Loch-Mikrotiterplatten, die für die Behandlung bestimmt 

waren, vorbereitet (siehe Abb.6). Dann wurden die Zellen bei 37°C, 95% O2 und 5% CO2 

für 24 Stunden inkubiert. Vor der Behandlung wurden die verschiedenen Arbeitskonzent-

rationen der Zytostatikalösungen durch Verdünnung mit Medium erstellt. Die Behandlung 

der Proben erfolgte jeweils mit 10 µl dieser Zytostatikalösung. Nach Behandlung erfolgte 

eine weitere Inkubation für 48 Stunden. Jetzt schloss sich die Zugabe von 20 µl WST-1 

pro Well und eine weitere Inkubation (OPM-2 (4 Std.); L-363 (2 Std.)) an. Im Anschluss 

wurde die Absorption mittels Spektrophotometer für Mikrotiterplatten bei einer Wellenlän-

ge von 450 nm gemessen. Für die Berechnung der Zellüberlebensrate siehe Kapitel 3.2.6. 
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Abb.6: Versuchsaufbau für die photometrische Messung mit dem WST-1 Assay und 
der durchflusszytometrischen Analyse. 
Die Zellen (OPM-2 (5 x 103 Zellen/Well); L-363 (1 x 104 Zellen/Well)) wurden in den Wells einer 96-
Loch-Mikrotiterplatte für 24 Stunden inkubiert. Nach anschließender Behandlung mit den Zytostati-
ka schloss sich eine weitere Inkubation für 48 Stunden an, bevor die photometrische Messung mit 
dem WST-1 Assay erfolgte. Der gleiche Versuchsaufbau wurde zur Vorbereitung der Zellen für die 
durchflusszytometrische Messung (siehe Kapitel 3.2.4) verwendet. 
 

3.2.4 Durchflusszytometrie 

3.2.4.1 Prinzip 

Die fluoreszensaktivierte Zellanalyse (FACS-Analyse) ist ein Verfahren der quantitativen 

Bestimmung von sowohl zellulären Oberflächenantigenen als auch von intrazellulären 

Markern. Die Quantifizierung erfolgt indirekt über die Detektierung von mit Fluoreszen-

farbstoff markierten Antikörpern, welche spezifisch an den Zellen binden und durch einen 

Laser und die daraus resultierende Anregung nachweisbar sind. Die markierten Zellen 

werden durch hydrodynamische Fokussierung einzeln an einem Laserstrahl vorbeigelei-

tet. Für die hydrodynamische Fokussierung wird die in einem Probenröhrchen befindliche 

Zellsuspension über eine Stahlkapillare in die Messküvette gesogen. Ein äußerer Strom, 

die Mantelflüssigkeit, wird zur Bewegung des inneren Stroms, der die Probe enthält, ge-

nutzt. Hierdurch werden die Zellen beim Eintreten in die Messkammer stark beschleunigt. 

Sie trennen sich auf und erreichen, wie an einer Perlschnurkette aneinandergereiht, se-

quentiell den Analysepunkt. Hier werden die Fluoreszenzfarbstoffe durch einen Laser-

strahl angeregt. Nach dem Prinzip der Fluoreszenz werden die Elektronen des Fluores-
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zenzfarbstoffes auf ein höheres Energieniveau gehoben. Hierfür wird für einen fluoreszie-

renden Farbstoff ein charakteristischer Wellenlängenbereich, das sogenannte Absorpti-

onsspektrum, verwendet. Nach Anregung fallen die Elektronen unter Abgabe von Photo-

nen auf ihr Ursprungsniveau zurück. Die durch einen Photodetektor registrierte Photonen-

konzentration verhält sich proportional zur Menge des gebunden Fluoreszensfarbstoffs 

und ist damit indirekt proportional zur Menge des zu quantifizierenden Zellmerkmals. Die 

von einem Fluoreszenzfarbstoff emittierten Photonen bilden ein spezifisches Emissi-

onspektrum. Unter Ausnutzung von Fluoreszenzfarbstoffen mit ähnlichen Absorpti-

onspektren und unterschiedlichen Emissionspektren kann bei gleichzeitiger Messung eine 

Unterscheidung von unterschiedlichen Zellmerkmalen erfolgen. Das in dieser Arbeit ver-

wendete Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I enthält Propidiumjodid (PI) und Fluo-

reszeinisothiozyanat (FITC) markiertes Annexin V. 

 

3.2.4.2 Annexin V-FITC Apoptose-Assay 

Annexin V-FITC dient der prozentualen Quantifizierung von Zellen in unterschiedlichen 

Vitalitätszuständen, wobei zwischen der frühapoptotischen und spätapoptotischen Phase 

unterschieden wird. Innerhalb der frühapoptotischen Phase vollziehen sich verschiedene 

Veränderungen an den Zellen, wie die Translokation des Phosphatidylserins von der inne-

ren Plasmamembran auf die äußere Oberfläche der Zelle. Annexin V ist ein Ca2+ abhän-

giges Phospholipid bindendes Protein mit einer hohen Affinität für Phophatidylserin. Es 

kann daher sehr gut für die Detektierung von Phosphatidylserin auf der Zelloberfläche 

genutzt werden. Phosphatidylserin zeigt sich jedoch auch während der Zellnekrose, wenn 

es zum Verlust der Integrität der Zellmembran kommt. Aus diesem Grund wurde in die-

sem Assay ein weiterer Farbstoff, Propidiumjodid (PI), verwendet, der nur Zellen färbt, die 

nekrotisch sind oder sich in der späten Phase der Apoptose befinden. Die Zellmembran 

solcher Zellen ist nicht mehr intakt, so dass PI die innerhalb der Zelle befindliche Nuklein-

säure färben kann. Nach dem Färbeverhalten der Zellen kann diskriminiert werden zwi-

schen lebenden Zellen (Annexin negativ / PI negativ), frühapoptotischen Zellen (Annexin 

positiv / PI negativ) und spätapoptotischen, nekrotischen oder toten Zellen (Annexin posi-

tiv / PI positiv) (siehe Abb.7) (Vermes et al., 1995). 
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Abb.7: Prinzip des Annexin V-FITC Apoptose-Assays 
Dargestellt ist die Färbung einer Zelle je nach ihrem Vitalitätszustand. In einem vitalen Zustand 
befindet sich das Phosphatidylserin innerhalb der Zelle. Frühapoptotisch kommt Phosphatidylserin 
auf die Oberfläche der Zelle und kann von Annexin V-FITC gebunden werden. Im spätapoptoti-
schen Zustand ist die Integrität der Zellmembran aufgehoben, so dass Propidiumjodid binden 
kann. Lebendig (Annexin V negativ / PI negativ), frühapoptotisch (Annexin V positiv / PI negativ), 
spätapoptotisch (Annexin V positiv / PI positiv) (modifizierte nach http://www.dundee.ac.uk/lifes-
ciences FACS/ annexin.jpg. Stand: 29.10.08). 

 

3.2.4.3 Färbung und Messung 

Die Vorbehandlung der L-363 Zellen entsprach dem in Abb.6 beschriebenen Ver-

suchsaufbau. Es wurden 1 x 104 Zellen/Well in die Wells einer 96-Loch-Mikrotiterplatte 

pipettiert und nach 24 Stunden mit den IC50 von Bortezomib, Mafosfamid und Dexa-

methason behandelt. Nach weiteren 48 Stunden erfolgte die durchflusszytometrische 

Messung. Es wurden drei unbehandelte Proben als Kontrollen angesetzt. Eine unbehan-

delte Probe wurde nicht gefärbt, eine Probe erhielt nur Annexin V-FITC und eine Probe 

nur PI. Die behandelte Probe wurde mit Annexin V-FITC und PI gefärbt. Am Tag der Mes-

sung wurden die unbehandelten und behandelten Proben aus den Wells der Mikroti-

terplatten in Probenröhrchen überführt und bei 1100 U/Min für 10 Minuten zentrifugiert. 

Der Überstand wurde vorsichtig abgesaugt. Anschließend wurden die Proben mit 200 µl 

PBS Puffer gewaschen und für 10 Minuten bei 1100 U/Min zentrifugiert. Nach dem Ab-

saugen des Überstandes wurde zusätzlich zu 100 µl Binding Buffer je nach Probe 5 µl 

Annexin V-FITC und/oder 5 µl PI in das Probenröhrchen pipettiert. Der Binding Buffer 

wurde zuvor mit destilliertem Wasser 1:10 verdünnt angesetzt. Die Probenröhrchen wur-
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den für 1 Minute mit dem Schüttler gemischt und anschließend für 15 Minuten im Dunklen 

inkubiert. Nun erhielt jede Probe 400 µl Binding Buffer und wurde anschließend bei 4°C 

im Kühlschrank gelagert. Die durchflusszytometrische Messung erfolgte innerhalb einer 

Stunde. 

3.2.5 “Combination Index” 

Der „Combination Index“ (CI) beruht auf einer Methode, die von Chou und Talalay entwi-

ckelt wurde. Sie dient der quantitativen Beschreibung einer Kombinationstherapie. CI=1 

steht für einen additiven, CI<1 für einen synergistischen und CI>1 für einen antagonisti-

schen Effekt einer Kombinationsbehandlung (Chou, 2006). 

 

Die Berechnung des „Combination Index“ erfolgte mit dem Computerprogramm CalcuSyn 

(Biosoft) nach folgender Gleichung: 

 

 

(Dx)1 und (Dx)2 sind die Konzentrationen der Zytostatika, die allein jeweils eine x%ige Pro-

liferationshemmung erzeugen. Für (D)1 und (D)2 stehen die Konzentrationen der Zytosta-

tika, die jene x%ige Proliferationshemmung in Kombination erreicht. Die Proliferations-

hemmung wurde berechnet, indem die Zellüberlebensrate in % von 100% subtrahiert 

wurde. 

3.2.6 Biometrie und Statistik 

Die Analyse der Daten und die Generierung der statistischen Parameter (Mittelwert, Me-

dian, Quantile, Standardabweichung) erfolgte, wie die Erstellung der Graphiken, mit dem 

Computerprogramm Excel (Microsoft). 

 

Für die Berechnung der Zellüberlebensrate wurde der Median der optischen Dichten der 

unbehandelten Kontrollen als 100% Zellüberleben gewertet. Der Median der optischen 

Dichten der behandelten Proben wurde im Vergleich zur Kontrolle in Prozent berechnet 

und so die Zellüberlebensrate bestimmt. Versuche mit Zellüberlebensraten, die um mehr 

 

“Combination Index” = (D)1/(Dx)1 + (D)2/(Dx)2 
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als 2 Standardabweichungen von der Gesamtheit der Versuche abwichen, wurden als 

Ausreißer betrachtet und nicht gewertet. 

 

Die Berechnung erfolgte nach folgender Gleichung: 

 
 

Bei den Kombinationsbehandlungen wurde zum Vergleich zweier unabhängiger Gruppen 

der Mann-Whitney-Test verwendet. Die Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm 

GraphPad Prism 4 (GraphPad Software). Da mehrere Vergleiche innerhalb eines Ver-

suchs durchgeführt wurden, erfolgte die Neutralisierung der Alphafehler-Kumulierung bei 

multiplen Paarvergleichen nach der Bonferroni-Methode. Hiernach wurde das adjustierte 

Signifikanzniveau für multiples Testen angepasst, indem das ursprüngliche Signifikanzni-

veau von p=0,05 durch die Anzahl der Vergleiche geteilt wurde. 

 

Zellüberlebensrate % = 100 x OD Probe / OD Kontrolle 

OD = optische Dichte
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4 Ergebnisse 

4.1 Wachstumskurven der Zelllinien L-363 und OPM-2 

Wie in Abb.8 zu sehen, zeigen beide Zelllinien die typischen Phasen einer Wachstums-

kurve, bei der man eine Anlaufphase (Lag-Phase) von einer anschließenden Beschleuni-

gungsphase (Log-Phase), in der ein exponentielles Wachstum vorliegt, unterscheiden 

kann. Die Wachstumskurven sind in Abb.8 bis zur stationären Phase, in der das Wachs-

tum stagniert, gezeigt. Nicht dargestellt ist die Absterbephase. 

 

Es zeigt sich für beide Zelllinien ein ähnliches Wachstumsverhalten. Die anhand der Gra-

phik bestimmte Verdopplungszeit innerhalb der Log-Phase beträgt für beide Zelllinien ca. 

40 Stunden. Die in gleicher Weise bestimmten Zuwachsraten innerhalb von 24 Stunden 

ähneln sich für beide Zelllinien mit ca. 1,2 - 1,3 x 105/ml Zellen pro 24 Stunden. 
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Abb.8: Wachstumskurven der Zelllinien L-363 und OPM-2 
Dargestellt ist der Vergleich der Wachstumskurven der Zelllinien L-363 und OPM-2. Beide Zellli-
nien zeigen ein ähnliches Wachstumsverhalten. Die Zellen wurden mit einer Konzentration von 1 x 
105 Zellen/ml ausgesät. Alle 24 Stunden wurden die Zellkonzentrationen bestimmt. Der Mittelwert 
(n=3) und die Standardabweichungen der Zellkonzentrationen sind gegen die Zeit in Stunden ab-
gebildet. 
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4.2 Dosisabhängige Zellüberlebensrate 

Zur Bestimmung der dosisabhängigen Zellüberlebensrate von L-363 und OPM-2 wurde 

der in Kapitel 3.2.3.3 beschriebene Versuchsaufbau verwendet. Die Zellen wurden in auf-

steigenden Konzentrationsreihen jeweils mit Bortezomib, Dexamethason oder Mafosfamid 

behandelt. Die Zellüberlebensraten wurden mit dem WST-1 Assay photometrisch be-

stimmt. Anhand dieser Daten wurde eine Konzentration ermittelt, die einer 50%igen Zell-

überlebensrate gegenüber den unbehandelten Zellen entspricht. Hierbei handelt es sich 

um die sogenannte mittlere inhibitorische Konzentration (IC50). Die jeweiligen IC50 sind 

in Tabelle 2 zusammengefasst dargestellt. 

4.2.1 Dosisabhängige Zellüberlebensrate für Bortezomib 

Die Zelllinien L-363 und OPM-2 wurden mit Bortezomib in einer aufsteigenden Konzentra-

tionsreihe (2 bis 10 nM) behandelt. Wie in Abb.9 dargestellt, zeigt sich für beide Zelllinien 

eine ähnliche dosisabhängige Zellüberlebensrate. Die anhand dieser Daten bestimmte 

IC50 beträgt für beide Zelllinien 4,8 nM. Sie liegt hundertfach unterhalb der Plasmakon-

zentration nach intravenöser Gabe von 1,3 mg/m2 Bortezomib, entsprechend der empfoh-

lenen therapeutischen Dosierung (Millenium-Pharmaceuticals, 2006). Diese Ergebnisse 

bestätigen die Sensibilität multipler Myelomzellen für Bortezomib im nanomolaren Kon-

zentrationsbereich (Servida et al., 2005). 
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Abb.9: Behandlung der Zelllinien L-363 und OPM-2 mit einer aufsteigenden Kon-
zentrationsreihe von Bortezomib 
Dargestellt sind die Mittelwerte (L-363 (n=12); OPM-2 (n=16)) und Standardabweichungen der 
dosisabhängigen Zellüberlebensrate in %. Beide Zelllinien sind sensibel und zeigen eine ähnliche 
dosisabhängige Zellüberlebensrate. Die Zellüberlebensrate wurde photometrisch ermittelt. 
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4.2.2 Dosisabhängige Zellüberlebensrate für Dexamethason  

4.2.2.1 L-363 behandelt mit Dexamethason 

Für L-363 zeigt sich - wie in Abb.10 dargestellt - eine dosisabhängige Zellüberlebensrate, 

die sich innerhalb eines breiten Dosisbereiches (0,001 µM bis 1 µM) von Dexamethason 

befindet. Die ermittelte IC50 beträgt 0,06 µM und liegt innerhalb der therapeutischen 

Plasmakonzentration von Dexamethason nach intravenöser Gabe von 20 mg Dexa-

methason (Rohdewald et al., 1987). Ferner konnten die Ergebnisse einer anderen Arbeit 

bestätigt werden, in der sich L-363 bereits als sensibel gegenüber Dexamethason gezeigt 

hat (Juge-Morineau et al., 1995). 
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Abb.10: Behandlung der Zelllinien L-363 mit einer aufsteigenden Konzentrations-
reihe von Dexamethason 
Dargestellt sind die Mittelwerte (n=11) und Standardabweichungen der dosisabhängigen Zellüber-
lebensrate in %. L-363 zeigt sich innerhalb eines breiten Dosisbereiches sensibel. Die Zellüberle-
bensrate wurde photometrisch ermittelt. Die Abszissenachse ist logarithmisch eingeteilt. 
 

4.2.2.2 OPM-2 behandelt mit Dexamethason 

Wie in Abb.11 dargestellt, zeigt sich die Zelllinie OPM-2 bis in hohe Konzentrationsberei-

che (62,5 µM bis 1 mM) hinein resistent gegenüber der Behandlung mit Dexamethason. 

Somit konnten die Ergebnisse anderer Arbeiten, bei denen sich OPM-2 sensibel zeigte, 

nicht bestätigt werden (Gomi et al., 1990; Juge-Morineau et al., 1995). Da es zu keiner 

Reduktion der Zellüberlebensrate unter Einfluss von Dexamethason kam, war es nicht 

möglich, eine IC50 zu bestimmen. Anhand der vorliegenden Daten könnte auf eine prolife-

rationsfördernde Wirkung von Dexamethason auf die Zelllinie OPM-2 geschlossen wer-
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den. Um diese Wirkung in Kombination mit den anderen Zytostatika zu untersuchen, wur-

de eine hohe Konzentration (1 mM) für weitere Kombinationsversuche genutzt. Diese 

Konzentration befindet sich innerhalb der pharmakologisch therapeutisch erreichten 

Plasmakonzentration nach intravenöser Gabe von 20 mg Dexamethason (Rohdewald et 

al., 1987). 
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Abb.11: Behandlung der Zelllinien OPM-2 mit einer aufsteigenden Konzentrations-
reihe von Dexamethason 
Dargestellt sind die Mittelwerte (n=16) und Standardabweichungen der dosisabhängigen Zellüber-
lebensrate in %. Die Zelllinie OPM-2 ist bis in hohe Dosisbereiche hinein resistent gegenüber De-
xamethason. Die Zellüberlebensrate wurde photometrisch ermittelt. 
 

4.2.3 Dosisabhängige Zellüberlebensrate für Mafosfamid 

Beide Zelllinien wurden mit einer aufsteigenden Konzentrationsreihe von Mafosfamid 

(L-363 (0,375 bis 12 µM), OPM-2 (2 bis 10 µM)) behandelt. In Abb.12 sind die dosisab-

hängigen Zellüberlebensraten in der Behandlung mit Mafosfamid dargestellt. Die IC50 für 

die Zelllinie L-363 beträgt 3,8 µM und 7,1 µM entsprechend für die Zelllinie OPM-2. Diese 

Konzentrationen liegen innerhalb der Blutkonzentrationen von 4-OH Cyclophosphamid, 

gemessen nach intravenöser Infusion von 50 - 60 mg/kg Körpergewicht Cyclophosphamid 

(Schuler et al., 1987; Schuler et al., 1991). 
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Abb.12: Behandlung der Zelllinien L-363 und OPM-2 mit einer aufsteigenden Kon-
zentrationsreihe von Mafosfamid 
Dargestellt sind die Mittelwerte (L-363 (n=14); OPM-2 (n=19)) und Standardabweichungen der 
dosisabhängigen Zellüberlebensrate in %. Beide Zelllinien sind innerhalb eines ähnlichen Konzent-
rationsbereiches sensibel für Mafosfamid. Die Zellüberlebensrate wurde photometrisch ermittelt. 
 

 

Tabelle 2: Zusammenfassende Darstellung der ermittelten IC50  

Zelllinie Bortezomib Mafosfamid Dexamethason 

OPM-2 4,8 nM 7,1 µM Nicht sensibel 

L-363 4,8 nM 3,8 µM 0,06 µM 

 

 

4.3 Durchflusszytometrische Analyse 

Da es sich bei dem WST-1 Assay um eine unspezifische Messung der Zellüberlebensrate 

handelt, wurde mit dem Annexin V-FITC Apoptose-Assay geprüft, ob die Zytostatika eine 

spezifische proapoptotische Wirkung erzielen. Die Zellen wurden hierfür - wie im Kapitel 

3.2.4.2 beschrieben - durchflusszytometrisch analysiert und hinsichtlich ihres apoptoti-

schen Verhaltens unter Behandlung mit den IC50 der Zytostatika untersucht. 

 

Aufgrund technischer Schwierigkeiten, die im Zusammenhang mit der extrem niedrigen 

absoluten Zellzahl von 5 x 103 Zellen/Well zu sehen sind, konnte die durchflusszytometri-

sche Analyse mit der Zelllinie OPM-2 nicht erfolgreich durchgeführt werden. 
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In Abb.13 ist die durchflusszytometrische Analyse der Zelllinie L-363 dargestellt. Hierbei 

zeigt sich in der Behandlung mit Bortezomib, Mafosfamid und Dexamethason eine Zu-

nahme apoptotischer Zellen. Insgesamt befinden sich nach Behandlung prozentual mehr 

Zellen in der Früh- als in der Spätapoptose. 
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Abb.13: Durchflusszytometrische Analyse der Zelllinie L-363 behandelt mit den IC50 
von Bortezomib, Mafosfamid und Dexamethason 
Dargestellt sind die Mittelwerte (n=3) und Standardabweichungen der prozentualen Anteile früha-
popotischer und spätapoptotischer Zellen. Unter Behandlung mit den Zytostatika zeigt sich eine 
Zunahme apoptotischer Zellen, wobei der Anteil frühapoptotischer größer ist, als der spätapoptoti-
scher Zellen. Die Bestimmung erfolgte durchflusszytometrisch mit dem Annexin V-FITC Apoptose-
Assay. (Bortezomib=4,8 nM, Mafosfamid=3,8 µM, Dexamethason=0,06 µM) 

 

4.4 Vergleich der Einzel- und Kombinationsbehandlungen 

Um mögliche agonistische sowie antagonistische Wirkungen der Kombinationsbehand-

lungen übersichtlich darzustellen, wurden beide Zelllinien mit den IC50 behandelt. Es er-

folgte der Vergleich der Einzel- und Kombinationsbehandlungen, wobei das Hauptmerk 

auf die Kombinationen von Bortezomib mit Dexamethason und/oder Mafosfamid gerichtet 

wurde. 

4.4.1 Kombinationsbehandlung mit einer Konzentrationsreihe 

Für einen Vergleich der Kombinationsbehandlungen in unterschiedlichen Konzentrations-

bereichen von Bortezomib wurde die Zelllinie L-363 verwendet, da sich die Zelllinie 

OPM-2 gegenüber Dexamethason resistent gezeigt hat. Hierfür wurde die Zelllinie L-363 
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mit einer aufsteigenden Konzentrationsreihe (2 bis 10 nM) von Bortezomib behandelt. 

Diese wurde mit den IC50 Konzentrationen von Mafosfamid und Dexamethason kombi-

niert. 

 

Wie in Abb.14 dargestellt, ähneln sich die Wirkungen der Zweierkombinationen in allen 

Dosisbereichen von Bortezomib. Im Vergleich mit der Einzelbehandlung von Bortezomib 

handelt es sich aber nur um eine geringe, nicht synergistische Zunahme der Wirkung. 

Ferner kann durch die Dreierkombination im Vergleich mit den Zweierkombinationen kei-

ne wesentliche Verstärkung des zytostatischen Effekts erzielt werden. 
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Abb.14: Behandlung der Zelllinie L-363 mit einer aufsteigenden Konzentrationsreihe 
von Bortezomib in Kombination mit den IC50 von Mafosfamid und Dexamethason 
Dargestellt sind die Mittelwerte (n=10) und Standardabweichungen der dosisabhängigen Zellüber-
lebensraten in %, wobei eine aufsteigende Konzentrationsreihe von Bortezomib und die Kombina-
tionsbehandlungen mit den IC50 von Mafosfamid und/oder Dexamethason verglichen werden. Es 
zeigt sich durch die Kombinationsbehandlungen nur ein geringer zusätzlicher Effekt. Die Zellüber-
lebensrate wurde photometrisch bestimmt. (Mafosfamid=3,8 µM, Dexamethason=0,06 µM) 
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4.4.2 Kombinationsbehandlung mit den IC50 

Im Gegensatz zu Kapitel 4.4.1 wurde die Kombinationsbehandlung der Zelllinie L-363 im 

folgenden Versuch nicht mit einer aufsteigenden Konzentrationsreihe, sondern mit der 

IC50 von Bortezomib durchgeführt. Verglichen werden die Einzel- mit den Kombinations-

behandlungen. Das adjustierte Signifikanzniveau für multiples Testen liegt bei p=0,0055, 

da das ursprüngliche Signifikanzniveau von p=0,05 durch die Anzahl der durchgeführten 

Vergleiche (n=9) geteilt wurde (siehe auch Kapitel 3.2.6). Bei den Daten in Abb.15 und 

Abb.16, in denen die Ergebnisse der Signifikanzniveauberechnungen dargestellt sind, 

handelt es sich um die Daten eines Versuchs. 

 

4.4.2.1 Kombination von Bortezomib mit Mafosfamid 

Im Vergleich der Einzelbehandlung von Bortezomib mit der Zweierkombination aus Borte-

zomib mit Mafosfamid besteht eine signifikante (p<0,0001), aber geringe Abnahme der 

Zellüberlebensrate. Ferner besteht zwar im Vergleich der Einzelbehandlung von Bortezo-

mib mit der Dreierkombination eine signifikante (p=0,001) Abnahme der Zellüberlebensra-

te, die Zellüberlebensrate der Dreierkombination unterscheidet sich jedoch nicht signifi-

kant (p=0,319) von der Zweierkombination (siehe Abb.15). 

 

4.4.2.2 Kombination von Bortezomib mit Dexamethason 

Die Zellüberlebensrate der Zweierkombination von Bortezomib mit Dexamethason unter-

scheidet sich nicht signifikant (p=0,6123) von der Einzelbehandlung mit Bortezomib. 

Grund hierfür könnte die hohe Zellüberlebensrate der Einzelbehandlung von Dexametha-

son sein. Sie liegt höher als die für diesen Versuch anvisierte 50%ige Zellüberlebensrate. 

Vergleicht man die Zweierkombination mit der Dreierkombination, dann lässt sich eine 

signifikante (p=0,0025) Minderung der Zellüberlebensrate feststellen. Insgesamt handelt 

es sich aber um einen geringen zusätzlichen zytostatischen Effekt (siehe Abb.15). 
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Abb.15: Behandlung der Zelllinie L-363 mit den IC50 von Bortezomib, Mafosfamid 
und Dexamethason einzeln und in Kombination 
Anhand eines Boxplots sind die Zellüberlebensraten in % der Einzelbehandlungen von Bortezo-
mib, Mafosfamid und Dexamethason im Vergleich mit den Zweier- und Dreierkombinationen dar-
gestellt. Durch die Kombinationsbehandlungen zeigt sich nur eine geringe zusätzliche Minderung 
der Zellüberlebensrate. Die Zellüberlebensrate wurde photometrisch bestimmt. Der Boxplot stellt 
den Median (n=36) mit Interquantilabstand zwischen der 75% und 25% Quantile dar. Die obere 
und untere Antenne schließen 95% der Ergebnisse ein. Das adjustierte Signifikanzniveau für mul-
tiples Testen lieg bei p=0,0055. (Bortezomib=4,8 nM, Mafosfamid=3,8 µM, Dexamethason=0,06 
µM) 

 

4.4.2.3 Zeitlich versetzte Kombinationsbehandlung 

Exemplarisch wurde an L-363 untersucht, ob die zeitversetzte Gabe von Bortezomib und 

Mafosfamid einen Unterschied in der Wirkung der Kombinationsbehandlung erzielt. Hier-

für wurden die Zellen nach der Behandlung mit dem einen Kombinationspartner für eine 

Stunde im Brutschrank inkubiert, bevor die Behandlung mit dem anderen Kombinations-

partner erfolgte. In Abb.16 werden die simultane und die zeitversetzte Behandlung mit 

Bortezomib und Mafosfamid vergleichend dargestellt. Es besteht weder ein signifikanter 

Unterschied zwischen der simultanen Behandlung und den zeitversetzten Behandlungen 

(p=0,1299 und p=0,3356), noch zwischen den zeitversetzten Behandlungen untereinan-

der (p=0,897). 
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Abb.16: Behandlung der Zelllinien L-363 mit den IC50 der Kombination aus Borte-
zomib und Mafosfamid jeweils um eine Stunde zeitversetzt 
Anhand eines Boxplots sind die Zellüberlebensraten in % der Einzelbehandlung von Bortezomib 
und Mafosfamid mit der simultanen und um eine Stunde zeitversetzten Kombinationsbehandlung 
von Bortezomib mit Mafosfamid vergleichend dargestellt. Zwischen der simultanen und den zeit-
versetzten sowie zwischen den zeitversetzten Kombinationsbehandlungen untereinander besteht 
kein signifikanter Unterschied. Die Zellüberlebensrate wurde photometrisch bestimmt. Der Boxplot 
stellt den Median (n=36) mit Interquantilabstand zwischen der 75% und 25% Quantile dar. Die 
obere und untere Antenne schließen 95% der Ergebnisse ein. Das adjustierte Signifikanzniveau für 
multiples Testen lieg bei p=0,0055. (Bortezomib=4,8 nM, Mafosfamid=3,8 µM) 

 

4.4.2.4 Kombinationsbehandlung und Dexamethason-Resistenz 

Da sich OPM-2 resistent gegenüber Dexamethason gezeigt hat (siehe Abb.11), wurde die 

Wirkung von Bortezomib in Kombination mit Dexamethason untersucht und geprüft, ob 

Bortezomib diese Resistenz durchbrechen kann. Die Zellen wurden mit den IC50 von Bor-

tezomib und Mafosfamid sowie mit Dexamethason (1 mM) behandelt. Es wurden die Ein-

zelbehandlungen, die Kombination aus Bortezomib mit Dexamethason und die Dreier-

kombination verwendet. Das adjustierte Signifikanzniveau für multiples Testen (n=5) liegt 

bei p=0,01 (siehe Kapitel 3.2.6). 

 

Wie in Abb.17 dargestellt, kann durch die Kombination von Dexamethason mit Bortezomib 

die Zellüberlebensrate im Vergleich mit der Einzelbehandlung von Dexamethason zwar 

signifikant (p<0,0001) gesenkt werden, der proliferationsfördernde Effekt von Dexametha-
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son wird jedoch nicht vollständig aufgehoben. Ferner wird durch die Dreierkombination im 

Vergleich mit der Zweierkombination die Zellüberlebensrate signifikant (p<0,0001) ge-

senkt, jedoch besteht zwischen der Zellüberlebensrate der Dreierkombination und der 

Einzelbehandlung mit Bortezomib kein signifikanter (p=0,0221) Unterschied. Es sollte 

hierbei berücksichtigt werden, dass die Zellüberlebensrate der Einzelbehandlung von Ma-

fosfamid oberhalb der antizipierten 50% liegt. Zusammenfassend kann gesagt werden, 

dass durch die Kombination mit Bortezomib die Resistenz von OPM-2 gegenüber Dexa-

methason in vitro nicht durchbrochen werden konnte. 
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Abb.17: Behandlung der Zelllinie OPM-2 mit den IC50 von Bortezomib und Mafos-
famid sowie mit 1 mM Dexamethason einzeln und in Kombination 
Anhand eines Boxplots sind die Zellüberlebensraten in % der Einzelbehandlung von Bortezomib, 
Mafosfamid und Dexamethason im Vergleich mit der Zweierkombination von Bortezomib mit De-
xamethason und der Dreierkombination dargestellt. Durch eine Kombination mit Bortezomib kann 
die Resistenz von OPM-2 gegenüber Dexamethason nicht durchbrochen werden. Die Zellüberle-
bensrate wurde photometrisch bestimmt. Der Boxplot stellt den Median (n=21) mit Interquanti-
labstand zwischen der 75% und 25% Quantile dar. Die obere und untere Antenne schließen 95% 
der Ergebnisse ein. Das adjustierte Signifikanzniveau für multiples Testen lieg bei p=0,01. (Borte-
zomib=4,8 nM, Mafosfamid=7,1 µM, Dexamethason=1 mM) 
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4.4.3 „Combination Index“ 

Nach der Methode von Chou und Talalay, mit der eine quantitative Beschreibung der 

Kombinationsbehandlung möglich ist, wurde der „Combination Index“ (CI) berechnet (sie-

he Kapitel 3.2.5). Es handelt sich um eine anerkannte Methode in der Bewertung von 

Kombinationstherapien (Chauhan et al., 2005; Choi et al., 2005; David et al., 2005). 

 

Wie in Abb.18 dargestellt, wurden die Zweierkombinationsbehandlungen der Zelllinie 

L-363 untersucht (siehe auch Abb.15). Für beide Kombinationsbehandlungen ergibt sich 

ein CI>1, wobei die Kombinationsbehandlung von Bortezomib mit Mafosfamid einen 

CI=1,43 und die Kombinationsbehandlung von Bortezomib mit Dexamethason einen 

CI=1,3 aufweist. Anschaulich kann hiermit verdeutlicht werden, dass sich mit den beiden 

untersuchten Kombinationsbehandlungen in vitro keine synergistische Wirkung erzielen 

lässt. Es handelt sich jeweils um eine moderate antagonistische Wirkung, d.h. eine Wir-

kung, die geringer ausfällt, als die zu erwartende additive Wirkung dieser Kombination 

(Chou, 2006). 
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Abb.18: „Combination Index“ 
Dargestellt ist die Analyse der Kombinationsbehandlungen der Zelllinie L-363 mit den IC50 von 
Bortezomib und Mafosfamid oder Dexamethason. Beide Kombinationsbehandlungen erzielen eine 
moderate antagonistische Wirkung. Der „Combination Index“ (CI>1: antagonistische Wirkung, 
CI=1: additive Wirkung, CI<1: synergistische Wirkung) wird mit der durch die Kombination erreichte 
Proliferationshemmung in Beziehung gesetzt. (Bortezomib=4,8 nM, Mafosfamid=3,8 µM, Dexa-
methason=0,06 µM) 
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5 Diskussion 

5.1 Hintergrund 

Hintergrund dieser Studie ist, dass ausreichend präklinische Untersuchungen hinsichtlich 

der Wirksamkeit der Kombination von Bortezomib mit Cyclophosphamid und Dexametha-

son in der Behandlung des multiplen Myeloms fehlen. Trotz dieses Defizits erfolgten be-

reits erste klinische Studien mit Bortezomib gestützten Kombinationstherapien, die Dexa-

methason und/oder Cyclophosphamid enthielten (Jagannath et al., 2006; Davies et al., 

2007; Ozaki et al., 2007; Srikanth et al., 2008). Dies erfolgte ohne vorherige präklinische 

Klärung der Kombinationsfähigkeit von Bortezomib mit Cyclophosphamid und Dexa-

methason. Grund für diese frühzeitige klinische Anwendung ist zum einen eine konse-

quent pragmatische Etablierung neuer Therapiestrategien. Zum anderen hat sich Borte-

zomib, wie in der Einleitung beschrieben, besonders erfolgreich in der Therapie des mul-

tiplen Myeloms gezeigt. Rechtlich möglich wird die klinische Anwendung dieser Kombina-

tion ohne vorherige präklinische Abklärung durch die Gesetzgebung. Vor der klinischen 

Anwendung eines neuen Zytostatikums am Menschen sind präklinische in vitro Studien 

und Tierversuche vorgeschrieben. Laut § 40 Abs. 1 Nr. 6 Arzneimittelgesetz (AMG) darf 

 
„die klinische Prüfung eines Arzneimittels … bei Menschen nur durchgeführt wer-
den, wenn und solange eine dem jeweiligen Stand der wissenschaftlichen Er-
kenntnisse entsprechende pharmakologisch-toxikologische Prüfung des Arzneimit-
tels durchgeführt worden ist.“ [Auslassungen durch den Verfasser]  

 

Diese pharmakologisch-toxikologische Prüfung für Zytostatika beinhaltet präklinische in 

vitro und in vivo Studien zur Ermittlung von Wirksamkeit und Toxizität. Von besonderem 

Interesse sind hierbei die pharmakologische und toxikologische Prüfung der Substanz im 

Tierversuch. Anhand der Ergebnisse von in vitro Untersuchungen können zudem erste 

Einschätzungen über die Wirksamkeit sowie die Wirk- und mögliche Resistenzmechanis-

men eines Zytostatikums getroffen werden (EMEA, 1998). Nach Zulassung eines Zytosta-

tikums zur Monotherapie können, ohne präklinische Validierung der Effektivität, Kombina-

tionsmöglichkeiten mit diesem Zytostatikum in klinischen Studien durchgeführt werden. 

Dies geschieht vor dem Hintergrund, dass konventionelle Zytostatika schon seit langer 

Zeit kombiniert werden, um eine effektivere Therapie zu erzielen. Prinzipiell ist dies ein 

rational anerkanntes Verfahren (EMEA, 2005). Geklärt werden muss, ob dies auch für 

Zytostatika wie Bortezomib, die zur Gruppe der „molecularly targeted therapy“ gezählt 

werden, zutreffen sollte (Jackmann, 2004). 
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5.2 Kombination mit Bortezomib 

5.2.1 In vitro Studien 

Wie in der Einleitung besprochen, konnten Hideshima et al. die proliferationshemmende 

Wirkung von Bortezomib in vitro an verschiedenen multiple Myelomzelllinien demonstrie-

ren, wobei auch die Kombination mit Dexamethason geprüft wurde. Wiederholt zeigte sich 

in der Kombination von Bortezomib mit Dexamethason ein additiver, d.h. kein synergisti-

scher Effekt (Hideshima et al., 2001; Mitsiades et al., 2003). Für die in der vorliegenden 

Arbeit untersuchte Zelllinie L-363, die Dexamethason sensibel ist, konnte gleichfalls kein 

synergistischer Effekt, sondern nur eine mäßige Wirkverstärkung beobachtet werden (sie-

he Abb.14, 15 und 18). Im Gegensatz dazu zeigte die Zelllinie OPM-2 eine Resistenz ge-

genüber Dexamethason, die durch die Kombination mit Bortezomib allein oder in der 

Dreierkombination mit Mafosfamid nicht aufgehoben werden konnte (siehe Abb.17). Von 

Interesse sind diese Ergebnisse im Hinblick auf die in der klinischen Praxis häufig auftre-

tende Resistenzbildung gegenüber Dexamethason, die zu einem Rezidiv führen kann 

(Chauhan et al., 2002). Für die Entstehung einer Resistenz gibt es auf molekularer Ebene 

eine Vielzahl möglicher Ursachen. Grundsätzlich kann zwischen zwei Ebenen unterschie-

den werden, in denen Veränderungen zu einer Resistenz der Zelle führen können. Es 

handelt sich zum einen um Veränderungen, die direkt mit dem Glukokortikoid-Rezeptor in 

Verbindung stehen, und zum anderen um dem Glukokortikoid-Rezeptor nachgeschaltete 

Signalwege und Gene (Schmidt et al., 2004). Eine Hypothese besteht darin, dass eine 

alternative Splice-Variante des Glukokortikoid-Rezeptor-Gens ursächlich an der Entste-

hung einer Resistenz multipler Myelomzellen gegenüber Dexamethason verantwortlich ist 

(Moalli et al., 1993; Krett et al., 1995). Ferner konnten anhand von DNA-Mikroarray Unter-

suchungen 46 Gene identifiziert werden, deren Expression sich in der Behandlung von 

Zellen unterscheiden, die sensibel oder resistent gegenüber Dexamethason sind 

(Chauhan et al., 2002). Durch die Behandlung mit Dexamethason könnten also jene Ge-

ne, die für eine proapoptotische Wirkung notwendig waren, inaktiviert werden und sogar 

andere, die sich proliferativ auswirken, aktiviert werden. 

 

Ein anderer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist die in vitro Kombination von Borte-

zomib mit dem alkylierenden Zytostatikum Mafosfamid. Dies geschieht in Anlehnung an 

klinische Studien, welche die Kombination von Bortezomib mit Cyclophosphamid unter-

suchten (Davies et al., 2007; Kropff et al., 2007). Hervorzuheben sind hier die Schwierig-

keiten bei der Verwendung von Cyclophosphamid in einer in vitro durchgeführten Ver-

suchsanordnung. Sie könnte mitunter einen Grund für die geringe Datenlage präklinischer 
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in vitro Studien darstellen, die sich mit der Kombination von Bortezomib und Cyc-

lophosphamid auseinandersetzen. Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist Cyc-

lophosphamid ein Prodrug und muss vor Entfaltung seiner zytotoxischen Wirkung enzy-

matisch aktiviert werden. Durch die Verwendung von Mafosfamid, das spontan in den 

aktiven Metaboliten von Cyclophosphamid zerfällt, konnte der Schritt der enzymatischen 

Aktivierung umgangen und somit ein Cyclophosphamid Analogon direkt in vitro verwendet 

werden. Die Ergebnisse der Kombination von Bortezomib mit Mafosfamid - wie sie in 

Abb.14, 15 und 18 dargestellt sind - zeigen in vitro keine ausgeprägte Wirkungssteige-

rung. Zusätzlich konnte in der zeitlich versetzten Gabe keine Veränderung der Wirkung 

beobachtet werden (siehe Abb.16). Diese Daten stehen im Gegensatz zu bisherigen Stu-

dien, die die Kombination von Bortezomib mit alkylierenden Substanzen in vitro an multip-

len Myelomzellen untersuchten. Mitsiades et al. und Baumann et al. untersuchten Borte-

zomib in Kombination mit Melphalan. Melphalan gehört zur Gruppe der Alkylantien und ist 

- wie in der Einleitung erwähnt - klassischerweise Bestandteil von Kombinationstherapien 

des multiplen Myeloms. Obwohl sowohl Mafosfamid als auch Melphalan eine alkylierende 

Wirkung haben, wirkt sich ihre Kombination mit Bortezomib unterschiedlich aus. In vitro 

zeigte sich unter Behandlung mit Bortezomib eine Sensibilisierung der Myelomzellen ge-

genüber der proliferationshemmenden Wirkung von Melphalan (Mitsiades et al., 2003; 

Baumann et al., 2008). 

 

Sowohl die allgemein schwache Wirkungsverstärkung durch die Kombination mit Dexa-

methason und/oder Mafosfamid, als auch die Diskrepanz mit den Ergebnissen der Kom-

binationsbehandlung mit Melphalan, könnten in der in vitro Versuchsanordnung anhand 

bisher ungeklärter intrazellulärer Wirkungen von Bortezomib begründet liegen. Es kann 

beispielsweise spekuliert werden, dass sich Bortezomib auf die Funktionsweise des 

zellulären DNA-Reparatursystems auswirken könnte (Richardson und Siemann, 1995; Cai 

et al., 2000). Es wäre möglich, dass hierdurch die durch Mafosfamid oder Melphalan ent-

standenen spezifischen DNA-Schäden unterschiedlich verarbeitet werden. Die Folge wäre 

eine veränderte Aktivierung proapoptotischer Signalwege, wie z.B. p53 abhängiger Sig-

nalwege, und ggf. eine verlängerte Überlebenszeit der Tumorzelle (Lane, 1992). Ferner 

ist es möglich, dass Bortezomib einen Einfluss auf spezifische zelluläre Transportsysteme 

hat, die intrazelluläre Zytostatikakonzentrationen beeinflussen können. Über eine Indukti-

on oder Veränderung der Funktionsweise dieser Transporter könnte die Wirkung der Zy-

tostatika beeinflusst werden (Dalton et al., 1989; Sonneveld et al., 1994). Für die Klärung 

solcher Fragestellungen sind weitere präklinische in vitro Studien notwendig, die sich mit 

den molekularen Vorgängen befassen, die sich während der Kombination von Bortezomib 
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mit anderen Chemotherapeutika abspielen. Es sollte bei der Verwendung von Bortezomib 

bedacht werden, dass es sich um ein neuartiges Medikament handelt, dessen spezifische 

molekularen Wirkmechanismen nicht abschließend geklärt sind. 

5.2.2 Klinische Studien 

Zusammenfassend betrachtet, zeigt sich Bortezomib innerhalb bisheriger klinischer Stu-

dien als geeigneter Kombinationspartner. Es konnte in Kombination mit anderen Zytosta-

tika ohne große Zunahme des Nebenwirkungsprofils eine höhere Ansprechrate erzielt 

werden (Richardson et al., 2006). Für die in der vorliegenden Arbeit verwendete Kombina-

tion liegen Ergebnisse aus klinischen Studien vor, die zum einen die Kombination von 

Bortezomib mit Dexamethason und zum anderen die Dreierkombination von Bortezomib 

mit Cyclophosphamid und Dexamethason untersuchten (Richardson et al., 2003; Jagan-

nath et al., 2004; Kropff et al., 2005; Jagannath et al., 2006; Davies et al., 2007; Kropff et 

al., 2007; Ozaki et al., 2007). Bei der Betrachtung dieser Daten sollte berücksichtigt wer-

den, dass jeweils nur eine geringe Anzahl (n=14 bis 74) Patienten in die Studien einge-

schlossen wurden. Es stellt sich somit die Frage der Validität dieser Daten. 

 

Für die Zweierkombination von Bortezomib mit Dexamethason liegen Ergebnisse aus 

zwei - bereits in der Einleitung erwähnten Studien - vor, bei denen sich durch die nach-

trägliche Kombination mit Dexamethason ein verbessertes Ansprechen (18% (n=74) und 

33% (n=27)) zeigte, wenn zuvor kein ausreichender Therapieerfolg in der Monotherapie 

mit Bortezomib zu verzeichnen war. Hierunter fielen auch Patienten, die zuvor nicht auf 

Dexamethason angesprochen hatten, d.h. bei denen eine Dexamethason-Resistenz be-

stand (Jagannath et al., 2006). Ferner konnte in einer anderen Studie durch die Kombina-

tion von Bortezomib mit Dexamethason eine relative hohe Ansprechrate von 64% (n=14) 

erreicht werden (Ozaki et al., 2007). Zum Vergleich sei hier nochmals die bereits in der 

Einleitung erwähnte Ansprechrate von 35% (n=202) und 38% (n=54) für die Monotherapie 

mit Bortezomib erwähnt (Richardson et al., 2003; Jagannath et al., 2004). Wie in Abb.15 

und Abb.17 zu sehen, konnte in der vorliegenden Arbeit, im Gegensatz zu den Ergebnis-

sen der klinischen Studien, weder eine vorhandene Resistenz gegenüber Dexamethason 

durchbrochen werden, noch erwies sich die Kombination mit Dexamethason als beson-

ders vorteilhaft. 

 

Die oben beschriebenen Abweichungen der in vitro Ergebnisse von den Ergebnissen kli-

nischer Studien finden sich auch in einer Studie wieder, die ein Therapieregimen aus Bor-

tezomib in Kombination mit Dexamethason und niedrig dosiertem, oral verabreichtem 
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Cyclophosphamid prüfte. Hier lag die Ansprechrate bei 90% (n=54) mit einer 16%igen 

Komplettremissionsrate (Kropff et al., 2007). Eine andere Studie verglich das Ansprechen 

von 47 Patienten, von denen 11 Patienten nur Bortezomib, 20 Patienten Bortezomib in 

Kombination mit Dexamethason und 16 Patienten die Dreierkombination aus Bortezomib 

mit Dexamethason und Cyclophosphamid erhielten. Die Ansprechrate lag bei 27% für 

Bortezomib allein, bei 47% für die Zweierkombination aus Bortezomib mit Dexamethason 

und bei 75% in Behandlung mit der Dreierkombination. Erstaunlich hoch erwies sich die 

Komplettremissionrate für die Dreierkombination mit 31% im Vergleich zu nur 5% der 

Zweierkombination, wohingegen die Monotherapie mit Bortezomib keine einzige komplet-

te Remission erzielte (Davies et al., 2007). Insgesamt zeigt sich also innerhalb dieser kli-

nischen Studien ein Vorteil der Kombination von Bortezomib mit Dexamethason und Cyc-

lophosphamid, den wir in vitro nicht bestätigen können (siehe Abb.14 bis 18). Mögliche 

Gründe für diese Abweichung werden im folgenden Kapitel erläutert. 

5.2.3 Limitierung der in vitro Untersuchung 

Wie in den Abb.14 bis 18 zu sehen ist, konnte durch die Kombinationsbehandlung in vitro 

kein explizierter Vorteil im Vergleich mit der Monotherapie von Bortezomib erzielt werden. 

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu der im vorherigen Kapitel beschriebenen Über-

legenheit der Kombination innerhalb klinischer Studien. Die geringe zusätzliche prolifera-

tionshemmende Wirkung der Kombination in vitro könnte damit zu erklären sein, dass in 

der verwendeten Versuchsanordnung die Interaktion von Myelomzellen mit dem Kno-

chenmarkstroma nicht repräsentiert wurde. In der vorliegenden Arbeit sind multiple Mye-

lomzellen in vitro kultiviert und behandelt worden. Was den Zellen somit fehlt, ist ihre na-

türliche Umgebung, das Knochenmark. Die Wirkung der Zytostatika richtet sich jedoch 

zum einen direkt auf die Tumorzelle, zum anderen auf die Interaktion der Tumorzelle mit 

dem umgebenden Stroma und der damit verbundenen Angiogenese. In der verwendeten 

Versuchsanordnung wurde die Minderung der Zellüberlebensrate ermittelt, die - wie in 

Abb.13 zu sehen ist - einer spezifischen proapoptotischen Wirkung der Zytostatika zuzu-

ordnen ist. Untersucht wurde die direkte Wirkung auf die Zellen. Speziell Bortezomib be-

einflusst jedoch sowohl die Myelomzelle selbst, also auch deren reziproke Interaktion mit 

dem Knochenmarkstroma. Erst die Verbindung der direkten und indirekten Wirkung der 

Kombinationsbehandlung könnte für den klinischen Vorteil verantwortlich sein. 

 

Eine Schwierigkeit, multiple Myelomzelllinien zu etablieren und in vitro zu kultivieren, be-

steht in ihrer Abhängigkeit zum Knochenmarkstroma. Ohne den Kontakt zum Knochen-

markstroma ist eine Kultivierung oft nicht möglich. Die meisten etablierten Zelllinien proli-
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ferieren jedoch unabhängig vom Knochenmarkstroma und stellen so eine Sonderform dar 

(Dimberg, 2006). Beide in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien L-363 und 

OPM-2, die - wie in Abb.8 zu sehen - ein vergleichbares Wachstumsverhalten haben, 

stammen ursprünglich aus dem Blut von Patienten, die an einem multiplen Myelom in 

leukämischer Phase erkrankt waren (Diehl et al., 1978; Gomi et al., 1990). In diesem fort-

geschrittenen Stadium der Erkrankung ist es möglich, dass sich die Zellen durch Mutatio-

nen und chromosomale Abberation stark verändert haben (Mitsiades et al., 2007). Hier 

stellt sich die Frage, inwieweit sich die Überlebensstrategien der in vitro verwendeten Zell-

linien den Myelomzellen im erkrankten Patienten gleichen. Verschiedene Arbeiten konn-

ten zeigen, dass die Pathogenese des multiplen Myeloms eng an die Interaktion der 

Plasmazellklone mit dem im Knochenmark vorhandenen Mikromilieu gekoppelt ist 

(Mitsiades et al., 2004; Caers et al., 2008a). Die Knochenmarksumgebung besteht aus 

der extrazellulären Matrix und den stromalen Knochenmarkszellen (Mitsiades et al., 

2007). Die reziproke Interaktion über multiple Zytokine, Rezeptoren und Adhäsionsmole-

küle führt zu einer parakrinen und autokrinen Sekretion unterschiedlicher Zytokine und 

Wachstumsfaktoren (z.B. IL-1, IL-6, IGF, HGF, VEGF, SDF-1 und TNF-α). Diese Boten-

stoffe wirken sich sowohl auf die Tumorzellen, als auch auf das Knochenmarksmilieu aus 

(Mitsiades et al., 2004; Mitsiades et al., 2007; Anargyrou et al., 2008). Zum einen stören 

Myelomzellen die Hämostase von Knochenbildung und Knochenabbau, wodurch es zu 

osteolytischen Läsionen kommen kann (Ashcroft et al., 2003). Zum andern fördert die 

Bindung von Myelomzellen an stromale Knochenmarkzellen ihre Proliferation und schützt 

sie vor der Wirkung der Zytostatika (Damiano et al., 1999; Hideshima et al., 2002; Mitsia-

des et al., 2006). 

 

Zusammengefasst besteht zwischen multiplen Myelomzellen und dem Knochen-

markstroma in vivo, d.h. in natura, eine Wechselbeziehung über Adhäsionsmoleküle und 

Zytokine, die entscheidend den Progress der Erkrankung beeinflusst. Diese Wechselbe-

ziehung ist in der in vitro Versuchsanordnung nicht widergespiegelt. Gerade Bortezomib 

beeinflusst aber die Interaktion der Myelomzellen mit dem Knochenmark. Der dafür mit-

entscheidende molekulare Wirkungsmechanismus von Bortezomib ist die Inhibition von 

Nuclear Factor-kappa B (NF-κB), einem Transkriptionsfaktor mit unterschiedlichen Ein-

flüssen auf den Zellzyklus (Karin und Ben-Neriah, 2000). Geregelt wird die Aktivität von 

NF-κB über die Bindung an einen spezifischen Inhibitor, Inhibitor of kappa B (IκB). Durch 

Bindung mit IκB wird NF-κB normalerweise inaktiviert (Beg und Baldwin, 1993). Phospho-

rylierung, Ubiquinierung und proteolytische Degradation von IκB sind nötig, um NF-κB zu 

aktivieren. Dies führt nach Translokation in den Zellkern zur Förderung der Transkription 
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verschiedener spezifischer Gene (Zandi und Karin, 1999). Bortezomib blockiert indirekt 

die Aktivierung von NF-κB durch Inhibierung der proteasomalen Degradierung von IκB 

(siehe Abb.19). 

 

Abb. 19: Bortezomib inhibiert NF-κB 

Für die Aktivierung von NF-κB (orange) ist die proteasomale Degradation von IκB (blau) nötig, die 
durch Bortezomib verhindert wird (modifiziert nach http://journals.prous.com/journals/dof/200227 
11/html/df271079/images/Bortezomib_f2.jpg. Stand: 07.11.08). 

 

Wie bereits erläutert, fördert die Adhäsion von Myelomzellen an stromale Knochenmark-

zellen die Sekretion verschiedener Zytokine, insbesondere von Interleukin-6 (IL-6), das 

einen der bedeutendsten Wachstumsfaktoren multipler Myelomzellen darstellt. (Kawano 

et al., 1988; Klein et al., 1990; Cheung und Van Ness, 2001; Hideshima et al., 2002). Au-

ßerdem entsteht durch die Adhäsion ein sich selbst verstärkender Kreislauf zwischen der 

parakrinen Sekretion der stromalen Knochenmarkzellen und der autokrinen Sekretion 

multipler Myelomzellen (Caligaris-Cappio et al., 1991; Chen et al., 1996). NF-κB spielt bei 

dieser Interaktion auf molekularer Ebene ein zentrale Rolle, da sich nach Adhäsion der 

Myelomzellen an stromale Knochenmarkzellen über die Aktivierung von NF-κB die Kon-

zentration von IL-6 erhöht (Chauhan et al., 1996). Bortezomib greift in diesen Mechanis-

mus ein, indem es die Adhäsion der Myelomzellen an stromale Knochenmarkzellen hin-

dert und so die Sekretion von IL-6 inhibiert (Hideshima et al., 2001). Die spezifische Inhi-

bition von NF-κB führt zu einer Minderung der durch die Adhäsion geförderten Proliferati-

on multipler Myelomzellen (Hideshima et al., 2002). In Bezug auf die proliferationshem-

mende Wirkung könnte, zusätzlich zu der Konzentrationsabnahme von IL-6, das direkte 
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Eingreifen von Bortezomib in IL-6 abhängige proliferationsfördernde Signalkaskaden ver-

antwortlich sein (Ogata et al., 1997; Hideshima et al., 2001; Orlowski et al., 2002a; 

Hideshima et al., 2003). 

 

Die oben aufgeführten Aspekte legen den Schluss nahe, dass ein Anteil der Wirkungen 

von Bortezomib in vitro nicht repräsentiert ist. Bei diesem Anteil, der sich in den Ergebnis-

sen der in vitro Versuche nicht wiederfindet, handelt es sich um den Einfluss von Borte-

zomib auf die reziproke Interaktion der Myelomzellen mit dem Knochenmark. Diese proli-

ferationsfördernden Signale werden in den Untersuchungen der Zellüberlebensrate der 

vorliegenden Arbeit nicht berücksichtigt. Insgesamt könnten hierdurch die quantitativen 

Wirkungen der Kombinationsbehandlungen gegenüber der klinischen Realität abge-

schwächt werden. Ferner lässt sich durch die inhibitorische Wirkung von Bortezomib auf 

IL-6 in vivo erklären, weshalb sich in vitro eine Resistenz gegenüber Dexamethason nicht 

durchbrechen ließ, da nämlich IL-6 Myelomzellen vor der proapoptotischen Wirkung von 

Dexamethason schützen kann und diese schützende Funktion durch Bortezomib in vivo, 

aber nicht in vitro aufgehoben wird (Juge-Morineau et al., 1995; Levy et al., 1996). 

 

Ein anderer Gesichtspunkt, der in vitro nicht repräsentiert und der für die Wirkung von 

Bortezomib entscheidend ist, besteht in der Beeinflussung der Tumorangiogenese. Angi-

ogenese stellt die Neubildung von Blutgefäßen aus einem bereits existierenden Gefäß-

system dar (Risau, 1997). Neue Blutgefäße versorgen das Malignom mit Sauerstoff und 

Nährstoffen und dienen dem Abtransport von Kataboliten. Endotheliale Zellen unterstüt-

zen eine neoplastische Invasion und Metastasierung durch Ausschüttung von Wachs-

tumsfaktoren und Proteinasen (Mignatti und Rifkin, 1993; Folkman, 1995). Beteiligt an der 

Angiogenese ist die direkte oder indirekte Wirkung verschiedener Zytokine und Wachs-

tumsfaktoren (Ribatti et al., 2006).  

 

Obwohl die Tumorangiogenese seit langem anerkannter Bestandteil der Pathophysiologie 

solider Tumoren ist, hat sich dieses Konzept erst spät auf hämatologische Neoplasien 

übertragen lassen. 1994 beschrieben Vacca et al. eine Korrelation zwischen der Dichte 

der Mikrogefäße im Knochenmark und der Aktivität des multiplen Myeloms (Vacca et al., 

1994). Hiernach führt die Zunahme der Dichte der Mikrogefäße im Knochenmark zu ei-

nem prognostischen Nachteil (Sezer et al., 2000). 
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Bortezomib verringert in der Behandlung des multiplen Myeloms die Anzahl neu gebilde-

ter Gefäße, hemmt das Wachstum endothelialer Zellen und inhibiert die Sekretion von 

IL-6, das über einen parakrinen Rückkopplungsmechanismus an der Sekretion von Vas-

cular endothelial growth factor (VEGF) beteiligt ist. VEGF ist ein Signalmolekül mit einer 

essentiellen regulatorischen Funktion der physiologischen und pathologischen Angioge-

nese. Zusätzlich zur Sprießung bereits existierender Gefäße (Angiogenese) kann VEGF 

durch Rekrutierung von hoch proliferativen endothelialen Vorläuferzellen die Formierung 

neuer Gefäße (Vaskulogenese) vorantreiben (Dankbar et al., 2000; Podar und Anderson, 

2005; Roccaro et al., 2006). In präklinischen in vivo Studien konnte die antiangiogene 

Wirkung von Bortezomib am Tiermodell nachgewiesen und bestätigt werden (Dankbar et 

al., 2000; LeBlanc et al., 2002; Hamner et al., 2007). Neben dem weiter oben beschrieben 

Anteil der Wirkungen von Bortezomib auf die Interaktion der Myelomzellen mit dem Kno-

chenmark, stellt die Beeinflussung der Angiogenese einen weiteren Anteil dar, der in vitro 

nicht repräsentiert wurde und der Grund für die Abweichungen der Ergebnisse klinischer 

Studien mit den in vitro Daten der vorliegenden Arbeit sein könnte. 

5.3 Ausblick 

Mit der Entwicklung neuer Therapiestrategien in der Onkologie, wie der „molecular targe-

ted therapies“, zu denen auch Bortezomib zählt, besteht eine neue Herausforderung in 

der Kombination von „alt“ und „neu“. Die etablierten Therapieregime beinhalten Kombina-

tionspartner mit unterschiedlichen Wirkmechanismen, deren Interaktion mit den neuen 

„molecular targeted therapies“ schwer vorhersehbar ist (Jackmann, 2004). Es können sich 

agonistische sowie antagonistische Wirkungen einstellen, deren präklinische Evaluation 

berücksichtigt werden sollte, bevor es zur Anwendung am Menschen kommt. Die hierfür 

nötigen rechtlichen Maßnahmen müssten neu formuliert werden. Die Bedeutung präklini-

scher in vitro Versuche könnte darin bestehen, die Diskrepanzen zwischen der klinischen 

Wirklichkeit und ihrer Abbildung in vitro zu hinterfragen. Beispielsweise könnte in weiter-

führenden Studien die Wirkung von Bortezomib in Kombination mit anderen Zytostatika 

auf die Interaktion der Myelomzelle mit dem Knochenmarkstroma untersucht werden. 

Durch die gemeinsame Inkubation von Myelomzellen mit stromalen Knochenmarkzellen in 

der Zellkultur könnte so der proliferationshemmende Effekt einer Kombinationstherapie 

mit Bortezomib studiert werden (Cheung und Van Ness, 2001; Hideshima et al., 2001; 

Hideshima et al., 2002). Insbesondere könnten die molekularen Mechanismen weiter be-

leuchtet werden, die die besondere Wirkung von Bortezomib auf die Tumorangiogenese 

ausmachen. Von besonderem Interesse sind hierbei die Wechselwirkungen, die durch die 

Kombination von Bortezomib mit anderen Zytostatika entstehen. In Bezug auf die Effekti-
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vität einer Kombinationstherapie sollte in Anbetracht der für das multiple Myelom vorhan-

denen Limitierungen der in vitro Versuche die Bedeutung präklinischer in vivo Versuche 

unterstrichen werden. Aus diesem Grund sollten präklinische in vivo Studien vor der klini-

schen Anwendung am Menschen einen angemessenen Stellenwert erhalten, um die Wir-

kung einer Kombinationschemotherapie quantitativ und qualitativ zu bestimmen. 
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6 Zusammenfassung 
 

Bortezomib ist ein neuartiges Zytostatikum aus der Klasse der Proteasomen-Inhibitoren, 

das in der Therapie des multiplen Myeloms genutzt wird. Ziel der vorliegenden Arbeit war, 

die Wirksamkeit von Bortezomib in Kombination mit Mafosfamid und Dexamethason in 

vitro zu untersuchen. Sie beinhaltet die Fragestellung, ob die Kombination einen Vorteil 

gegenüber der Einzelbehandlung mit Bortezomib bietet. Hintergrund ist, dass diese Kom-

bination, ohne vorher präklinisch evaluiert zu werden, bereits innerhalb klinischer Studien 

geprüft wurde. 

 

Um die Wirkungen der Kombinationsbehandlungen vergleichen zu können, wurden die 

Zellüberlebensraten photometrisch mit dem WST-1 Assay bestimmt. Zusätzlich erfolgte 

die durchflusszytometrische Analyse mit dem Annexin V-FITC Apoptose-Assay. Verwen-

det wurden die multiplen Myelomzelllinien L-363 und OPM-2. 

 

Sowohl L-363 als auch OPM-2 zeigten eine dosisabhängige Minderung der Zellüberle-

bensrate unter Behandlung mit Bortezomib und Mafosfamid, wobei die ermittelten Kon-

zentrationsbereiche jeweils vergleichbar waren. Im Gegensatz zu L-362 erwies sich 

OPM-2 als resistent gegenüber der Behandlung mit Dexamethason. Durchflusszyto-

metrisch konnte der photometrisch bestimmten Proliferationshemmung eine spezifische 

proapoptotische Wirkung der Zytostatika zugeordnet werden. 

 

Für Bortezomib lagen die IC50 hundertfach unterhalb, die für Mafosfamid und Dexa-

methason innerhalb therapeutischer Konzentrationsbereiche. Die IC50 wurden für Kombi-

nationsbehandlungen genutzt, in denen die Einzelbehandlungen mit den Zweier- und 

Dreierkombinationen verglichen wurden. Durch die Kombination von Bortezomib mit Ma-

fosfamid und/oder Dexamethason konnte eine signifikante Abnahme der Zellüberlebens-

rate gegenüber der Einzelbehandlung mit Bortezomib erzielt werden. Die Wirkungsver-

stärkung durch die Kombination war jedoch nur gering ausgeprägt, ohne einen synergisti-

schen Effekt aufzuweisen. Zwischen der simultanen und der um eine Stunde zeitversetz-

ten Kombinationsbehandlung mit Bortezomib und Mafosfamid gab es hinsichtlich der Zell-

überlebensrate keinen Unterschied. Ferner bewirkte die Dreierkombination im Vergleich 

mit den Zweierkombinationen nur eine geringe zusätzliche Minderung der Zellüberlebens-

rate. Letztlich konnte durch die Kombination mit Bortezomib die Resistenz von OPM-2 

gegenüber Dexamethason nicht durchbrochen werden. 
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Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass die in der vorliegenden Arbeit untersuch-

te Kombination in vitro nur einen geringen Vorteil gegenüber der Einzelbehandlung dar-

stellt. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen bisheriger klinischer 

Studien, die diese Kombination untersuchten und einen Vorteil der Kombinationsbehand-

lung demonstrieren konnten. Die Ursache dieser Abweichung könnte darin begründet 

liegen, dass innerhalb der in vitro Versuchsanordnung die Interaktion der Myelomzellen 

mit dem Knochenmark nicht adäquat repräsentiert wurde. 

 

Für ein besseres Verständnis von Bortezomib sollten weitere präklinische Studien durch-

geführt werden, um die molekularen Mechanismen einer Kombinationsbehandlung mit 

Bortezomib nachhaltig zu klären. Hierbei könnten innerhalb einer in vitro Versuchsanord-

nung Myelomzellen gemeinsam mit stromalen Knochenmarkzellen inkubiert und so der 

Einfluss der Kombinationsbehandlung auf die Knochenmark-Interaktion untersucht wer-

den. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 
 

AMG   Arzneimittelgesetz 

APEX   Assessment of Proteasome Inhibition for Extending Remissions 

CI   Combination Index 

CREST  Clinical Response and Efficacy Study of Bortezomib in the  

Treatment of Relapsing Multiple Myeloma 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

EBMT   European Group for Blood and Marrow Transplant 

ELISA   Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

EMEA   European Medicines Agency 

FACS   Fluoreszensaktivierte Zellanalyse 

FDA   United States Food and Drug Administration 

FITC   Fluoreszeinisothiozyanat 

HGF   Hepatocyte growth factor 

IC50   Mittlere inhibierende Konzentration 

IGF   Insulin like Growth Factor 

IL   Interleukin 

IMiD   Immunomodulatory Drug 

ISS   Internationale Staging System 

IκB   Inhibitor of kappa B 

MGUS   Monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifikanz 

NADH   Nicotinamid Adenin Dinucleotid Hydrogen 

NCI   National Cancer Institute 

NF-κB   Nuclear Factor-kappa B 

PBS   Phosphate Buffered Saline 

PI   Propidiumjodid 

RPMI   Roswell Park Memorial Institute 

SDF-1   Stromal cell derived factor-1 
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SUMMIT  Study of Uncontrolled Multiple Myeloma Managed with Proteasome  

Inhibition Therapy 

TNF-α   Tumor necrosis factor alpha 

U/Min   Umdrehungen pro Minute 

VEGF   Vascular endothelial growth factor 

WST-1   Water Soluble Tetrazolium-1 
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